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Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Die Lésung der ultramikroskopischen Fibrinbildungen und des geronnenen 
Blutplasmas durch Nikotin und seine Salze. 

Im Laufe der eingehenden Untersuchungen’) tiber die verschiedenen 
ultramikroskopischen Formen der Fibrinbildung wurde auch _ ihre 
Beeinflussung durch den Zusatz gewisser pflanzlicher Alkaloide zu 
dem Blute von Kaninchen und Meerschweinchen oder zu dem durch 
Zentrifugieren erhaltenen Plasma gepriift. 

Obwohl diese Untersuchung noch nicht als abgeschlossen gelten 
kann und besonders eine Reihe weiterer, durch die Beobachtungen 
nahegelegter Versuche, auf Grund deren auch eine theoretische Deutung 
der Erscheinungen gegeben werden kénnte, noch nicht ausgefihrt 
wurden, sei es gestattet, da die bisherigen Versuche aus duBeren Griinden 
abgebrochen werden muften, schon jetzt tiber die beobachteten Tat- 
sachen zu berichten. 

Hierbei sei ausgegangen von der uns iiberraschenden Feststellung 
des einen von uns (K.), daB® das in der Entstehung begriffene oder 
fertig gebildete filzartige Netzwerk der Fibrinnadeln im Plasma durch 
Zusatz von einem Tropfen Nicotin. puriss. an den Deckglasrand des 
Praparats sich wieder véllig auflésen kann. In gleicher Weise konnte 
diese Fibrinolyse auch durch Nicotin. tartaricum, hydrochlor., salicylic., 
die in Pulverform oder in starker Lésung an den Deckglasrand gebracht 
wurden, herbeigefiihrt werden. Der Vorgang spielt sich in der in der 
Abbildung wiedergegebenen Weise ab: Die Lésung schmilzt vom Deck- 
glasrande her das Fibrinnetzwerk ab und verfliissigt die vorher ge- 
ronnene Masse, dringt immer weiter in das Fibringewebe ein und lést 


1) E. Mangold, Ber|. physiol. Gesellsch, 13. Februar 1924; Klin. Wochen- 
schrift 1924; N. Kitamura, Pfliigers Arch. f. ges. Physiol. 1924. 
Biochemische Zeitschrift Band 147. l 
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dieses teils unmittelbar vom Rande des noch unzerstérten Bereichs, 
teils erst nach ihrem raschen, durch eine Art Imbibition erfolgenden 
Eindringen auf; dadurch entsteht meist eine Strémung, mit der die 
Flissigkeit, die dann aus der Nikotinlésung und verfliissigtem Plasma 
besteht, am Rande der jeweils noch unzerstérten Partien des Fibrin- 
netzwerkes vorbeistrémt und eine weitere lésende Wirkung ausiibt. 
Die Beobachtung zeigt dann deutlich (s. Abb. 1), wie sich die Nadeln 
des Fibringewebes (s. Abb., oberer Rand) unter der Wirkung der ein- 





Abb. 1. Fibrinolyse durch Nikotin. Zusatz von Nicot. tartaric. 20 Proz. in 0,9 proz. NaCl. 
Lésung nach vollendeter Fibrinbildung. Zeiss Paraboloidk . Komp Oc. 15 & Objektiv C. 





dringenden Lésung zuerst in langliche Gebilde von granulirer Struktur 
umwandeln (s. Abb., Mitte), die sich dann von dem Rande des noch 
zusammenhaltenden Nadelfilzes ablésen und mit der Strémung (in der 
Abb. von links nach rechts) fortgeschwemmt werden; hierbei erfolgt 
dann ein vélliger Zerfall in die einzelnen Kérnchen, die sich auch 
ihrerseits noch fast alle bis zur optischen Unsichtbarkeit auflésen, so 
daB das Bild hiernach ganz dem des Plasmas vor der Fibrinbildung 
gleicht und wie bei diesem nur die verstreuten Haimokonien im 
Dunkelfelde sichtbar sind (s. Abb., unterer Rand). 

DaB Fibrin aus dem Gelzustande wieder in Lésung gebracht werden 
kann, ist von Hekma') niaher beschrieben worden, der Fibrinfasermasse 
durch Zusatz sehr verdiinnter Séure oder von n/100 NaOH in einen fort- 
schreitenden Quellungszustand versetzen konnte, in dem die sichtbaren 
Fibrinteilchen iiber eine halbfliissige in eine fliissige Form iibergehen, 
in der sie dann als disperse Phase einen Bestandteil des von Hekma an- 
genommenen Fibrinalkalihydrosols bilden. Diese Reversibilitét der Fibrin- 
gerinnung erklart sich nach Barkan und Gaspar*) daraus, daB Fibrin aus 
Oxalat- oder Fluoridplasma nur unter dem Salzeinflu8 die leichte Alkali- 
léslichkeit annimmt, wahrend reines Fibrin sich in gleich stark verdiinnter 
NaOH nicht lést, aber durch Salzzusatz auch in jenem Sinne beeinfluBt 
werder kann. Unsererseits wurde noch nicht untersucht, wieweit sich etwa 


1) Hekma, diese Zeitschr. 68, 204, 1914; 65, 311, 1914; 78, 370, 1916; 
74, 79, 1916. 
*) Barkan und Gaspar, ebendaselbst 189, 291, 1923. 
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rein dargestelites Fibrin durch Nikotin oder eines seiner Salze auflésen 
]aBt, einige vorlaufige Versuche mit Carminfibrin verliefen nicht eindeutig. 
Wahrend Barkan und Gaspar eine eigentliche Reversibilitat der Fibrin- 
gerinnung ablehnen, scheint Hekma doch eine solche dadurch erwiesen cu 
haben, daB er an kiinstlich gelésten Fibrinlésungen durch verschiedene 
Einfliisse erneute Gelbildung hervorrufen konnte'). Natiirlich wird sonst 
nicht jede Auflésung von Fibrin, bei der dieses vielleicht chemisch véllig 
verandert wird, als Beweis einer Reversibilitaét herangezogen werden diirfen. 
Aber auch Barrat*) konnte beobachten, daB sich die anfangs entstehenden 
Fibrinfibrillen in konzentrierten Lésungen des Thrombingiftes von Echis 
carinatus, einer Viper, wieder auflésen; er betrachtet auch diese Fibrinolyse 
als eine Thrombinwirkung. Auch unter pathologischen Bedingungen wird 
Fibrinolyse nach vollendeter Gerinnung beobachtet*). 

Es wurde nun von uns weiter gepriift, ob dem Nikotin und seinen 
Salzen eine ungefihr gleich starke auflésende Wirkung auf die fertigen 
Fibrinbildungen zukommt, und hierfiir zunichst verschiedene, fir 
Nikotin und seine Salze gleiche Konzentrationen ihrer Lésungen ver- 
glichen. Dabei erwiesen sich von den in 0,9proz. NaCl hergestellten 
Lésungen diejenigen von Nicotin. tartaric. am stairksten wirksam, 
indem sie noch bei 0,5 Proz. eine sichere und bei 0,3 Proz. eine teilweise 
Auflésung bedingten. Nicotin. hydrochlor. vermochte diese Wirkungen 
nur in Verdiinnungen bis 5 bzw. 2,5 Proz. hervorzubringen, Nicotin. 
salicyl. und Nicotin. puriss. nur bis 10 bzw. 5 Proz. 

Zum Vergleich wurden anschlieBend auch gleichartige Versuche 
mit Zusatz von verdiinnter HCl und NaOH angestellt, welche zeigten, 
daB die Auflésung der Netzbildungen und Fibrinnadeln durch diese 
in ganz der gleichen Weise erfolgt. Ferner wurden auch, um der Frage 
naher zu treten, ob es sich beim Nikotin und seinen Salzen um eine 
spezifische Wirkung handle, andere Alkaloide verwendet, und einige 
vorlaufige Versuche, mit Atropin und Morphin angestellt, die, in 
Pulverform am Deckglasrande zugesetzt, ebenfalls, jedoch in weit 
geringerem MaBe als Nikotin eine lésende Wirkung auf die Fibrin- 
gebilde erkennen lieBen. 


II. Die Veriinderungen der ultramikroskopischen Form und des zeitlichen 
Verlaufes der Fibrinbildung durch Nikotin und seine Salze, 


In einer zweiten, durch die erste nahegelegten Versuchsreihe 
wurde Nikotin und seine Salze nicht erst waihrend oder nach der Fibrin- 
bildung dem Plasma, sondern schon vor dem Zentrifugieren dem Blute 
zugesetzt; und zwar wurden, ganz wie in den friiheren Versuchen 
tiber den EinfluB verschiedener Citratkonzentrationen, das Natrium- 


1) Hekma, diese Zeitschr. 68, 204, 1914; 73, 1916; 148, 109, 1923. 

*) Wakelin Barrat, The bicchem. Journ. 14, 189, 1920. 

8) Morawitz, Blutgerinnung, in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeits- 
methoden 1921, S. 196. 
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citrat, so jetzt jeweils von einer Lésung von Nikotin oder Nikotinsalz 
in 0,9proz. NaCl, je 100cmm zu 50 cmm frisch entnommenen Blutes 
hinzugefiigt bzw. schon vor dem Blute in das Zentrifugierréhrchen 
gebracht. Durch die ultramikroskopische Beobachtung eines ebenso 
wie sonst abpipettierten Tropfens von diesem Nikotinplasma sollte 
dabei geprift werden, ob und welche Veranderungen der Fibrinbildung 
nach ihrer Form wie zeitlichem Verlauf, im Vergleich zu dem friither 
festgestellten Verhalten im Kochsalz bzw. Kochsalzcitratplasma, unter 
dem EinfluB des Nikotins auftreten. 

Hierzu muB erwahnt werden, daB sich im Kochsalz- bzw. Kochsalz- 
citratplasma von Kaninchen und Meerschweinchen folgende typische 
Formen der Fibrinbildung hatten feststellen lassen"): 

Erste Form: Agglutinationen von Himokonien als Gerinnungs- 
zentren, Bildung der Fibrinnadeln, Verzweigung, Netzbildung. Zweite 
Form: Diffuse einzelne Nadelbildung ohne Agglutination und Zentren, 
dann Verzweigung, Netzbildung. Dritte Form: Fibrinbildung zugleich 
nach der ersten und zweiten Form. Vierte Form: Diffuse einzelne 
Nadelbildung, Wachstumshemmung der Nadeln durch rasche diffuse 
Gelbildung (optisch milchige Triibung). Fiinfte Form: Unvollkommene 
Fibrinbildung mit Fliissigbleiben des Plasmas, doch ultramikroskopisch 
nachweisbaren Anfingen von Agglutination der Hiamokonien und 
Bildung sehr kleiner Nadeln. Sechste Form: Allgemeine Gelbildung 
ohne Agglutination und Fibrinnadeln. 


Tabelle I. Verschiedene Formen und zeitlicher Beginn der Fibrinbildung 
unter dem Einflusse von Nikotin. 








Nikotin in 0,9 pros. 0,05 Proz. 0,1 Proz. 0,5 Proz. 
NaCl-Lésung K M K M K M 
N. tartaric. . | 18 — 18 — VI 20 _- 
N. hydrochlor. || — II 10 — (IIjIvs — VI 8 
N. salicylic. . — —_— — a I 13 — 
N. puriss. . . 18 _ I 10 -- VI 22 — 
Nikotin in 0,9 proz. 1 Proz. 2 Proz. 3 Proz. 4 Proz. 
NaCl-Lésung K M K K K 
N. tartaric. . VI 19 VI 13 -- -- =: 
N. hydrochlor. VI 8 VI 9 — _ _ 
N. salicylic. . | I 16 — IV 13 IV 15 (VI 30) 
N. puriss. . . Vi 19 ~- --- _- — 


Zur Anwendung kamen die aus Tabelle I ersichtlichen, verschieden 
konzentrierten Lésungen, deren Wirkung teils am Blute von Kaninchen 
(K), teils dem von Meerschweinchen (M) beobachtet wurde. Fiir jede 


1) s. Mangold, |. c. und Kitamura, |. c. 
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der gepriiften Nikotinsubstanzen ergab sich dabei eine durchaus regel- 
maBige Beeinflussung der Fibrinbildung, die in der Tabelle durch 
die Nummer der Gerinnungsform (rémische Ziffer) angegeben ist, je 
nach der Ubereinstimmung mit einer der oben aufgeziihlten ver- 
schiedenen Formen der Fibrinbildung. 

Zugleich ist in der Tabelle jedesmal der aus den gleichartigen Ver- 
suchen berechnete Durchschnittswert fir die beobachtete Gerinnungs- 
zeit (,,Reaktionszeit*’ nach Wdohlisch), d. h. fir die Zeit von der Bhut- 
entnahme bis zum ersten Auftreten der ultramikroskopisch sichtbaren 
Fibrinausscheidung (Nadelbildung oder Gelbildung als milchige Tribung) 
eingetragen (Minuten in arabischen Ziffern), um die zeit liche Veranderung 
der Fibrinbildung gegeniiber der Norm beurteilen zu kénnen. Als 
Normalwerte kénnen wohl die fiir das Plasma des nur mit 0,9proz. 
NaCl-Lésung (l00cemm zu 50cmm Blut) ohne sonstigen Zusatz ver- 
setzten Blutes zum Vergleich herangezogen werden. Diese hatten ja bei 
Kaninchen wie Meerschweinchen eine deutliche gegenseitige Abhangig- 
keit von der Form der Fibrinbildung gezeigt; sie betrugen bein 
Kaninchen fiir die erste Form 9 Minuten, beim Meerschweinchen fiir 
die zweite Form 11 Minuten, fiir die vierte Form 8 Minuten (s. die 
Arbeit von Kitamura, Tabelle 1). Fir die vierte Form beim Kaninchen, 
die wir in unserer Tabelle vorfinden, fehlt ein normaler Vergleichswert, 
da friiher beim Kaninchen diese Form niemals beobachtet wurde, sie 
hier aber neu hinzutritt. Ebenso tritt unter der Nikotinwirkung hier 
als neu die sechste Form hinzu, die im Kochsalz- oder Kochsalzcitrat - 
plasma niemals beobachtet worden war. 

Die Tabelle zeigt nun, daB die Konzentrationen 0,05 und 0,1 Proz. 
von Nikotin oder seinen Salzen (in 0,9proz. NaCl-Lésung, je 100 emm 
zu 50cmm Blut zugesetzt) die Fibrinbildung im Kaninchen- und 
Meerschweinchenplasma weder der Form nach noch zeitlich verandern ; 
beim Kaninchen tritt wieder die erste Form, beim Meerschweinchen 
die zweite oder vierte Form auf und stets in der normalen, d. h. in der 
gleichen Zeit wie im Plasma nach alleinigem Zusatz von NaCl zum Blute. 

Bei 0,5 und 1 Proz. Nicotin. puriss. oder tartar. oder hydrochlor. 
sehen wir aber keine Agglutination oder Nadelbildung mehr auftreten, 
die Fibrinausscheidung zeigt sich hier vielmehr lediglich in einer optisch 
als milchige Triibung des Plasmatropfens erkennbaren Gelbildung 
(sechste Form). Das Auftreten dieser Art der Gerinnung erweist sich 
zugleich, beim Kaninchen wenigstens, sehr erheblich verzégert und 
entspricht zeitlich etwa dem Beginn der Fibrinbildung bei der ersten 
oder dritten Form nach Zusatz von 0,1 bis 0,15 Proz. Natriumcitrat 
(vgl. Tabelle I der Arbeit Kitamuras). 

Auch hier zeigt sich aber wieder deutlich eine gegenseitige Ab- 
hingigkeit von Gerinnungszeit und Form der Fibrinbildung. Wahrend 
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die allgemeine Gelbildung aber bei der vierten Form im Kochsalz 
blutplasma des Meerschweinchens sich durch eine Beschleunigung der 
Gerinnungszeit auszeichnete und Bildung und Wachstum der Nadeln 
hemmte, unterbleibt hier bei der sechsten Form, die wir als Folge 
der Nikotinwirkung beobachten, die Nadelbildung véllig. 

Bei héheren Konzentrationen wurden nur mit Nicotin. salicyl. 
Versuche angestellt, das in 0,5 und 1 Proz. beim Kaninchen keine 
Anderung der Form, wohl aber bereits deutlich eine Verzégerung der 
Gerinnungszeit herbeifiihrt (s. Tabelle), und bei 2 und 3 Proz. nun 
auch beim Kaninchenplasma die im Kochsalz- oder Kochsalzcitrat- 
plasma des Kaninchens niemals beobachtete vierte Form der Fibrin- 
bildung hervorruft, hier aber zugleich mit der schon bei 0,5 und 1 Proz. 
festgestellten Verzégerung. Das Nicotin. salicyl. beeinfluBt hiernach 
einmal erst in héheren Konzentrationen die Form der Fibrinbildung 
als die anderen Nikotinsubstanzen, es vermag aber dann im Kaninchen- 
plasma eine Form derselben hervorzurufen, die sonst in diesem noch 
nicht beobachtet wurde, wahrend sie beim Meerschweinchen auch im 
Kochsalzblutplasma haufig auftritt. 

Unter dem EinfluB von 4 Proz. Nicotin. salicyl. wurde auch in 
einigen Fallen wieder das Auftreten der sechsten Form mit noch starkerer 
Verzégerung der Gerinnung festgestellt; in anderen blieb diese jedoch 
véllig aus und das Plasma fliissig. Obwohl es noch nicht naher gepriift 
wurde, ist hiernach anzunehmen, daB auch die anderen Nikotin- 
substanzen in héherer als der bisher von uns verwendeten Konzen- 
tration die Fibrinbildung voéllig unterdriicken. 

Nach den bisher vorliegenden und hier wiedergegebenen Versuchen 
ist anzunehmen, da8 Nikotin und seine Salze und in ahnlicher Weise 
anscheinend noch andere Alkaloide, eine spezifische Beeinflussung des 
zeitlichen Verlaufs und der Form der Fibrinbildung bei der Blut- 
gerinnung ausiiben, sowie Fibrinolyse herbeizufiihren vermégen. 


Zusammenfassung. 

Zusatz von Nicotin. puriss., oder von Nicotin. tartaric., hydrochlor., 
salicylic. in Pulverform oder starker Lésung (in 0,9proz. NaCl) zum 
ultramikroskopischen Priiparat vom Plasma aus zentrifugiertem Blute 
von Kaninchen und Meerschweinchen nach fertiger Bildung des Fibrin- 
netzwerkes, bewirkt Fibrinolyse. Zusatz vor dem Zentrifugieren be- 
dingt in héheren Konzentrationen Verlangsamung bis Verhinderung 
der Gerinnung sowie Veranderung der typischen Formen der Fibrin- 
bildung, so daB diese z. B. auch im Kaninchenplasma in einer sonst 
nur im Meerschweinchenplasma zu beobachtenden Form erfolgt, oder 
in beiden als diffuse Gelbildung ohne Fibrinnadeln. Am stirksten 
wirken Nicotin. puriss. und tartaric., am schwichsten Nicotin. salicylic. 
































Die py-Messung 
mit einfarbigen Indikatoren in alkoholischen Lisungen. 


Von 
Leonor Michaelis und Michiharu Mizutani. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-Medizinischen Universitat 
zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1924.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Die Stellung des Problems. 


Alle Methoden zur Messung von py, mit Indikatoren sind bisher 
nur fiir wisserige Lésungen ausgearbeitet worden. Es ist selbstver- 
standlich, daB diese Methoden nicht ohne weiteres fiir alkoholische 
Lésungen angewendet werden kénnen. Das Bediirfnis, auch in wisserig- 
alkoholischen Lésungen mit Indikatoren p, zu messen, hat sich im 
Verlauf unserer Arbeiten so gesteigert, daB wir uns genétigt sahen, 
zunachst diese Liicke auszufiillen, bevor die beabsichtigten Probleme 
in Angriff genommen werden konnten. Auch in der chemisch-ana- 
lytischen Praxis wird die acidimetrische Titration mit Indikatoren in 
wisserig-alkoholischen Lésungen hiufig ausgefiihrt, ohne daB eine 
rationelle Begriindung fiir die empirisch gefundenen Methoden vorliegt. 
So wird z. B. die Titration von Fettsiéuren in alkoholischen Lésungen 
unter Anwendung von Phenolphthalein schon seit langem geiibt, und 
durch die neuerdings von Willstdtter gefundene Tatsache, daB man 
Aminosaéuren in alkoholischen Lésungen mit Phenolphthalein so 
titrieren kann, als ob sie einfache Carbonséuren wiren, ist das Inter- 
esse fiir das Verhalten der Indikatoren in alkoholischen Lésungen aufs 
neue wachgerufen worden, und es ist nicht zu bezweifeln, da8 eine 
systematische Untersuchung dieser Verhiltnisse manche neue ana- 
lvtische Anwendung erméglichen wird. Bei dieser Frage handelt es 
sich erstens um die Verianderungen, welche der Indikator durch den 
Alkohol erfahrt, zweitens um die Veriinderung, welche der zu titrierende 
Stoff, also die Fettsiure oder die Aminoséiure, durch den Alkohol 
erfihrt. In dieser Arbeit beschaftigten wir uns zundchst nur mit dem 
Einflu8 des Alkohols auf den Indikator, wahrend wir in einer bald 
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folgenden Mitteilung den EinfluB des Alkohols auf die Eigenschaften 
der Saéuren und Basen im allgemeinen behandeln werden. 


In der Literatur liegen Angaben iiber den EinfluB des Alkohols auf die 
Empfindlichkeit der Indikatoren vor, so Arbeiten von A. Thiel'), Scholz*), 
Cohn*), Goldschmidt*), R. Meyer und O. Spengler*),O. Schmattolla*), R. Hilde- 
brand’). Zum groBen Teil behandeln diese Arbeiten die Beobachtung, 
daB die rote Farbe von Phenolphthalein durch Athyl- oder Methylalkohol 
heller wird. Am wichtigsten erscheint die Arbeit von FE. R. Bischop, E. B. 
Kitt und J. H. Hildebrand*). Sie bestimmten die Neutralisationskurve von 
verschiedenen Saéuren und Basen in alkoholischen Lésungen und _ beob- 
achteten die elektromotorischen Krafte, innerhalb deren die verschiedenen 
Indikatoren ihr Umschlagsgebiet haben. Neuerdings hat Koltho/f*) eine 
ausgedehnte Untersuchung iiber den Einflu8 des Alkohols auf die Empfind- 
lichkeit einiger Indikatoren ausgefiihrt. Fast alle diese Arbeiten erstrecken 
sich im wesentlichen auf die Frage, in welcher Weise der ,,Umschlagspunkt** 
der Indikatoren durch den Alkohol verindert wird, und sie behandeln 
daher nur einen Teil des von uns aufgeworfenen Problems, vor allem aber 
gibt keine dieser Arbeiten die Méglichkeit, eine p,-Bestimmung mit Indi- 
katoren auszufiihren. Kolthoff ist zu einigen GesetzmaBigkeiten gelangt, 
welche etwa folgendermaSen zusammengefaBt werden kénnen: saure 
Indikatoren werden durch Alkohol empfindlicher fiir H-Ionen, basische 
Indikatoren werden durch Alkohol empfindlicher fiir OH-Ionen. Wir 
machten es uns zur Aufgabe, diese Verhaltnisse quantitativ zu untersuchen. 


Von den Indikatoren wahlten wir diejenigen aus, welche sich fir 
die Indikatorenmethode ohne Puffer eignen. Denn eine Indikatoren- 
methode mit Vergleichspufferlésungen wiirde in alkoholischen Lésungen 
allzu umstandlich sein. Es miBten fiir diesen Zweck die py-Eichungen, 
welche von Sérensen und anderen fiir die wisserigen Pufferlésungen 
gemacht worden sind, in derselben Weise fiir wisserig-alkoholische 
Puffergemische mit variiertem Alkoholgehalt ausgefiihrt werden. Das 
ware nicht nur sehr miihsam, sondern auch bei héherem Alkoholgehalt 
gar nicht leicht zu verwirklichen, weil die wichtigsten der Puffergrund- 
substanzen, z. B. die Phosphate, in Alkohol schwer léslich sind. Alle 
sich hieraus ergebenden Schwierigkeiten kénnen wir umgehen, wenn 
wir die Indikatorenmethode ohne Puffer benutzen. Fir die meisten 

1) Stuttgart 28, 30, 1911. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 14, 348, 1904. 

8) Zeitschr. f. angew. Chem. 19, 1389, 1906. 

*) Chemiker-Ztg. 28, 302, 1904. 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 36, 2951, 1903. 

6) Ebendaselbst 85, 2874, 1902. 

7) Journ. of the Americ. chem. soc. 30, 1914, 1908; Zeitschr. f. Elektro- 
chem. 14, 352, 1908. 

8) Journ. of the Americ. chem. soc. 44, 135, 1922; zitiert nach Koltho/}, 
l.c., die Originalarbeit war uns bis zum Abschlu8 dieses Manuskriptes 
leider nicht erreichbar. 

*) Rec. Trav. Chim. 42, 251, 1923. 
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Indikatoren ist es dann nur nétig, die Dissoziationskonstante fiir ver- 
schiedenen Alkoholgehalt festzustellen. Der einzige Indikator, der 
einer mehr empirischen Eichung bedarf, weil er nicht dem einfachen 
Massenwirkungsgesetz gehorcht, ist das Phenolphthalein, welches deshalb 
eine ausgedehnte eigene Untersuchung erforderte. Mit der Reihe der 
Nitrophenol-Indikatoren, erginzt durch das Phenolphthalein, glauben 
wir uns fiir praktische Zwecke begniigen zu diirfen. 


2. Definition des p,, in alkoholischer Lésung. 


Infolge der Ionenaktivititstheorie von Bjerrum sind wir zu der 
Erkenntnis gekommen, daB wir mit Hilfe der potentiometrischen 
Methode im allgemeinen nicht die wahre Konzentration der H-lonen 
bestimmen kénnen, sondern nur eine fiktive GréBe, die ,,H-Ionen- 
aktivitét“. Nur in auBerst verdiinnten und duBerst elektrolytarmen 
wisserigen Lésungen ist dieselbe der wahren Konzentration gleich. 
Diese Aktivitaét der H-Ionen ist in wisseriger Lésung bei gegebener 
Temperatur in eindeutiger Weise von dem Potentialunterschied der 
Lésung gegen eine Wasserstoffelektrode abhingig, nimlich in der 
Weise, daB der Logarithmus der H-Ionenaktivitét diesem Potential 
proportional ist. 

Wir denken uns eine Konzentrationskette mit zwei H-Elektroden, 
die eine Flissigkeit habe ein bekanntes py = q, der Potentialunterschied 
beider Elektroden sei Z, dann ist in der unbekannten Lésung 

E 
Pu = 4 6.00027" 

wo T die absolute Temperatur ist. Es muB also eine Lésung mit be- 
kanntem py gegeben sein. Um eine solche herzustellen, machen wir 
von der Erkenntnis Gebrauch, daB in sehr verdiinnten wiisserigen 
HCl-Lésungen die Aktivitét der H-Ionen praktisch gleich ihrer wahren 
Konzentration ist. So kénnen wir z. B. mit einer fiir praktische 
Messungen geniigenden Genauigkeit annehmen, dab in einer 
n/1000 wisserigen HCl-Lésung py = 3,00 ist, und dann wire die 
Definition fiir py in einer beliebigen wisserigen Lésung 

== 3.00+ 9 6937" (1) 
wo E die elektromotorische Kraft einer Konzentrationskette zwischen 
der unbekannten Lésung und n/1000 HCl-Lésung ist. In der Praxis 
benutzen wir statt der leicht verderblichen n/1000 HCl-Lésung lieber 
die Standardacetatlésung, deren py nach MaBgabe der  potentio- 
metrischen Vergleichung mit n/1000 HCl-Lésung = 4,61") zu setzen 


1) Michaelis und Kriiger, diese Zeitschr. 119, 307, 1921. 
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ist. Ist also # der Potentialunterschied der unbekannten Lésung 
gegen wasseriges Standardacetat, so ist gem&B dieser Definition das py 
der unbekannten Lésung 


Pa = 4,61 + 


E' 
0,0002 T” 


Solange es sich um rein wasserige Lésungen handelt, ist die soeben 
gegebene Definition von py, eindeutig. In wisserig-alkoholischen 
Lésungen entsteht aber eine Schwierigkeit. Gehen wir wieder von 
einer Konzentrationskette aus, welche aus einer Lésung mit bekanntem 
Py und zweitens aus der unbekannten Lésung besteht. Welche Lésung 
mit bekanntem py, darf man nun hier zur Benutzung empfehlen? Ent- 
weder man nimmt wieder eine rein wésserige, sehr verdiinnte HCl- 
Lésung, oder man nimmt eine sehr verdiinnte HCl-Lésung von gleichem 
Alkoholgehalt wie die zu untersuchende Lésung. Es ist nicht unbedingt 
notwendig, daB diese beiden Methoden zu dem gleichen Resultat 
fiihren; das ist nur dann der Fall, wenn zwischen einer sehr _ ver- 
diinnten wiisserigen HCl-Lésung und einer alkoholisch-wisserigen HCl- 
Lésung gleicher HCl-Konzentration kein Potentialunterschied besteht. 
Das kann man nicht ohne weiteres vorhersagen. Wir wollen nun die 
Festsetzung treffen, daB wir das pg immer nach dem Potentialunterschied 
gegen eine sehr verdiinnte, bekannte wésserige HCl-Lésung nach der 
Formel (1) bzw. (la) berechnen. Wir werden allerdings sehen, daB 
das bei wiisserig-alkoholischen Lésungen wahrscheinlich belanglos ist. 
Aber immerhin soll die Definition des py, fiir beliebige, nicht rein 
wisserige Lésungen so gestellt werden, daB sie auch fiir andere Lésungs- 
mittel als Athylalkohol unter allen Umstinden eindeutig bleibt. Diese 
Definition laBt sich auch folgendermaBen aussprechen: das py einer 
beliebigen nicht-wdsserigen Lésung soll gleich gesetzt werden dem py 
einer derartigen wisserigen Lésung, welche, mit der nicht wasserigen 
Lésung zu einer Konzentrationskette vereinigt, keinen Potential- 
unterschied!) gegen sie hat. Hierbei wird Gleichheit des H,-Partial- 
druckes in beiden Elektrodenraumen vorausgesetzt. Daraus folgt 
folgende Methode zur py-Messung in einer Lésung von ganz beliebigem 
Lésungsmittel : man miBt in einer H’-Konzentrationskette das Elektroden 
potential Z dieser Lésung gegen eine rein wisserige Lésung von 
bekanntem py (= q), und setzt 


(1a) 


aS pill 
Pu = 4 9 9002 7 


1) Genauer gesagt: keinen Elektroden-Potentialunterschied; das 
Diffusions potential der Kette mu8 rechnerisch oder experimentell eliminiert 
sein; sollte die nicht-wasserige Lésung mit Wasser unmischbar sein, so mu8 
auch das Phasengrenzpotential abgezogen werden — eine allerdings bis 
heute im allgemeinen schwer lisbare Aufgabe. 
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Ist also die rein wasserige Lésung stets Standardacetat, so ist z. B. fiir 
18°C 
E 
Py = 4,61 . 
maa Se 
Die ,,Aktivitat“ der H-ionen selbst, a,, hangt dann mit diesem pg 
in der Weise: 
ay = 10 ’y 


zusammen. Diese Definition hat wiederum einen bestimmenden EinfluB 
auf die Definition der Dissoziationskonstanten der Siuren und Basen 
in nicht-wiasserigen Lésungen. 

Bei der Ausarbeitung der Indikatorenmethode ohne Puffer fir 
nicht-wisserige Lésungen handelt es sich namlich im wesentlichen um 
die Bestimmung der Indikatorendissoziationskonstanten in wisserig- 
alkoholischen Lésungen. Alles iibrige folgt aus der Anwendung des 
Massenwirkungsgesetzes. Wir miissen also die Definition der Disso- 
ziationskonstante eines Indikators oder, allgemein gesprochen, einer 
Saure oder Base in nicht-wisseriger Lésung derart treffen, daB sie 
in Ubereinstimmung mit unserer Definition des py steht, d. h. daB sich 
aus dieser Definition kein Widerspruch zum Massenwirkungsgesetz 
ergibt, wenn wir gleichzeitig als aktive Massen der H-Ionen die oben 
definierte GréBe einsetzen. Die naturgemiBe Definition der Disso- 
ziationskonstante einer schwachen Saure in einem beliebigen Lésungs- 
mittel ist 

k= ating 
as 
a bedeutet die Aktivitat der indizierten Molekiilart in dem betreffenden 
Lésungsmittel; A’ ist das Anion der Séure, S die undissoziierte Saure. 
Die Definition der Aktivitaéten ist gegeben durch die Gleichungen 


ay = CH-fy, 

a4’ = Carefar, 

ag = Cs -fs, 
wo ¢ die wahre Konzentration, f der Aktivitatsfaktor ist. Von dem 
letzteren nehmen wir an, daB er fiir jede Molekiil- und Ionenart von 
der Natur des Lésungsmittels abhiingig ist. Also ist 


Ca’ la 
k = ay’: 

Cs:ls 
we kefs “~e C4 
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Nun ist die gesamte Konzentration der Saure C 


Y . . 
C = cy Cs; 


CA’ 
Co 
C4" 
C 
, ls : ‘ , 
k’ = k-— kann man die ,,auf das betreffende Lésungsmittel reduzierte 


ta 
Dissoziationskonstante“* nennen. Diese reduzierte Konstante geniigt 


fir praktische Zwecke, die GréBen fy und fy bleiben unbekannt; es 
wird nur angenommen, daB dieselben fiir ein gegebenes Lésungsmittel 
konstant sind. 

Nun ist c,-/C die frither als Farbgrad F definierte GréBe. Denn 
die relative Farbtiefe ist bei gegebenem Lésungsmittel proportional 
der Konzentration, nicht der Aktivitaét, der gefirbten Ionenart. Dies 
geht daraus hervor, daB nach Michaelis und Kriiger (1. c.) die maximale 
Farbtiefe (bei geniigender Alkalitaét) in weitem MaBe unabhingig ist 
von der Gegenwart von Neutralsalzen, obwohl doch durch die Neutral- 
salze der Aktivitatsfaktor der Ionen des Indikators zweifellos verandert 
wird. Folglich ist 

F 
i—P 


k = dy’: 


Hier ist k die ,,auf das betreffende Lésungsmittel reduzierte Disso- 
ziationskonstante. Die einzelnen GréBen der rechten Seite kénnen 
leicht bestimmt werden, a,- durch potentiometrische Messung, und 
der Farbgrad F ist das Verhiltnis der Farbtiefe des Indikators in der 
betreffenden Lésung zu seiner maximalen Farbtiefe in gleicher Kon- 
zentration bei geniigend groBer Alkalitat in einem Lésungsmittel des 
gleichen Alkoholgehaltes. 


8. Der Potentialunterschied verdiinnter wisserig-alkholischer H Cl-Lésungen 
gegen die Wasserstoffelektrode. 

Wir haben vorher auseinandergesetzt, daB man das p,, einer nicht- 
wisserigen Lésung auf zwei Weisen definieren kénnte und haben uns 
zu einer derselben entschlossen. Es entsteht nun die Frage, ob die 
andere Definition auch zu anderen p,-Werten fiihren wiirde. Da diese 
Frage von allgemeiner Wichtigkeit fir den Begriff der Aktivitat und 
des py ist, versuchten wir sie experimentell zu beantworten, und zwar 
folgenderweise. Es wurde das Wasserstoffpotential von HCl-Lésungen 
verschiedener Konzentration teils in Wasser, teils in Wasser-Alkohol- 
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gemischen gemessen. Beginnen wir mit den wiisserigen Lésungen, so 
handelt es sich nur um eine kurze Wiederholung der Messung der 
friiheren Arbeiten!). Es liegt der Gedanke zugrunde, daB wir in einer 
n/1000 HCl-Lésung ohne praktischen Fehler die Konzentration der 
H-lonen gleich ihrer Aktivitaét setzen kénnen, daB also py = 3,00 ist. 
Wenn wir nun, hiervon ausgehend, potentiometrisch das p,, in n/100 HC! 
bestimmen, so finden wir es praktisch genau = 2,00. Daraus erkennen 
wir, daB auch in n/l00 HCl-Lésungen die Aktivitaét noch praktisch 
gleich der Konzentration ist. Weiter finden wir fiir das py in n/10 HC|- 
Lésungen 1,03, waihrend wir 1,00 erwarten miiBten, wenn auch hier 
noch die Aktivitaét praktisch gleich der Konzentration gewesen wiire. 
In wisserigen Lésungen macht sich also der EinfluB der elektro- 
statischen Wirkung der Ionen aufeinander bei reinen H Cl-Lésungen 
praktisch erst in gréBeren Konzentrationen als n/100 geltend. In 
alkoholischen Lésungen, welche eine kleinere Dielektrizitatskonstante 
als Wasser haben, diirfen wir erwarten, da der elektrostatische 
EinfluB der Ionen auf die Aktivitat schon in geringeren Konzentra- 
tionen bemerkbar wird. Betrachten wir z. B. einige von uns zur 
Orientierung angestellte Versuche mit 30proz. Alkohol, so sehen 
wir, daB die HCl-Lésungen ein etwas gréBeres Potential haben als 
in Wasser. Berechnen wir aus diesem Potential das py, so, als ob es 
sich um eine wiisserige Lésung handelte, so erhalten wir 2,96 (gegen 
3,00 in reinem Wasser) bzw. 2,08 (gegen 2,00) bzw. 1,17 (gegen 1,03). 
Zu diesen Zahlen ist nun zunichst zu bemerken, daB sie simtlich mit 
einem kleinen, aber schwer abschitzbaren Fehler behaftet sind, welcher 
daraut beruht, daB man das Diffusionspotential nicht leicht vernichten 
kann. Wir wendeten iiberall die kiirzlich von Michaelis und Fujita®) 
beschriebene Methode an, daB wir die HCl-Lésung in ihrem letzten 
Abschnitt mit KCl sattigten und mit gesittigter K Cl-Lésung (in Agar) 
in Berithrung brachten. Nun ist aber in Alkohol eine gesittigte KCl- 
Lésung so diinn, da®B der Effekt dieser Methode fast verloren geht. 
Es bleibt daher beinahe dasselbe Diffusionspotential bestehen, welches 
bei direkter Beriihrung der alkoholischen HCl-Lésung mit gesittigter 
wisseriger KCl-Lésung entsteht. Dadurch erscheint das py etwas zu 
klein, und zwar um so mehr, je stiarker die Konzentration des Alkohols 
und des HC! ist. Immerhin aber, wenn man eine Uberschlagskorrektur 
nach dieser Richtung ausfiihrt, bleiben wohl immer noch kleine Unter- 
schiede in dem py der wiisserigen und alkoholischen HCI bestehen. Vor 
allem aber betriigt der py-Unterschied zwischen n/100 und n/1000 HCl 
in den alkoholischen Lésungen wohl auch nach dieser Korrektur immer 


1) L. Michaelis und Kakinuma, diese Zeitschr. 141, 394, 1923. 
2) Michaelis und Fujita, ebendaselbst 142, 398, 1923. 
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weniger als 1,0. Daraus diirfen wir schlieBen, daB fiir alkoholische 
Lésungen selbst eine n/1000 HCl-Lésung noch nicht eine so hohe Ver- 
diinnung darstellt, daB wir die Aktivitét gleich der Konzentration 
setzen dirfen. Noch diinnere HCl-Lésungen kann man wegen ihrer 
schlechten Leitfahigkeit nicht genau genug messen. Wir kénnen also 
nur folgendes aussagen: das p, in einer alkoholischen HCl-Lésung 
von geniigender Verdiinnung, so berechnet, als ob es sich um eine 
wisserige Lésung handelte, unterscheidet sich nur sehr wenig von dem 
einer wisserigen HCl-Lésung gleicher Konzentration. Es ist daher 
wahrscheinlich oder wenigstens sehr méglich, daB in einer noch starker 
verdiinnten HCl-Lésung (etwa 10~° n) der py-Unterschied zwischen 
einer wasserigen und alkoholischen Lésung fast véllig, vielleicht sogar 
vollkommen verschwindet. Hieraus ergibt sich folgendes: Nur wenn 
wir das py, in einer alkoholischen Lésung auf die vorhin festgesetzte 
Weise definieren, bekommen wir exakte Zahlen. Wenn wir das py 
auf die andere der beiden méglichen Weisen definieren wollten, wiirden 
wir erstens vorliufig niemals experimentell in der Lage sein, es exakt zu 
bestimmen, und zweitens ist es einigermaBen wahrscheinlich, daB sich 
dann fast genau cder vielleicht sogar ganz genau derselbe Wert ergibt 
wie in dem anderen Falle. Aber dies ist eben nicht ganz sicher. Dies 
wird geniigen, um unsere obige Definition des py in alkoholischer 
Lésung zu rechtfertigen ; sie allein ist bisher praktisch sicher brauchbar. 


4. Die Eichung der Indikatorenkonstanten in wisserig-alkoholischen Lésungen 
fiir die Indikatoren der Nitrophenolreihe. 

Nunmehr sind wir in den Stand gesetzt, die auf verschiedene 
Alkohol-Wassergemische reduzierten Dissoziationskonstanten der ein- 
farbigen Indikatoren zu ermitteln nach derselben Methode, wie es in 
der Arbeit von Michaelis und Gyemant') entwickelt worden ist. Die 
fir das jeweilige Lésungsmittel giiltige Dissoziationskonstante k des 
Indikators ist 

F 
kah <P (3) 

Hier bedeutet A die Wasserstoffzahl (die Aktivitét der H-lonen), 
F ist der Farbgrad. Dieser wird experimentell ermittelt, indem man 
feststellt, welchen Bruchteil des Indikators in einer natronlaugehaltigen 
Lésung man braucht, um dieselbe Farbtiefe zu erzeugen wie in der 
mit einer passenden Indikatormenge versetzten Lésung von bekannter 
Wasserstoffzahl in dem gleichen Lésungsmittel. Die beiden miteinander 
zu vergleichenden Lésungen miissen stets den gleichen Alkoholgehalt 
und das gleiche Gesamtvolumen haben, auBerdem mu8 das Volumen 


1) Diese Zeitschr. 109, 166, 1920. 
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der zugesetzten Indikatorlésung so gering sein, daB dadurch der Alkohol- 
gehalt des gesamten Gemisches nicht merklich geindert wird. Fihren 
wir diese Rechnung an einem Beispiel durch. Von einer Lésung, welche 
n/100 an Essigsiure, n/100 an Natriumacetat war und 50 Vol.-Proz. 
Alkohol enthielt, wurden 10 ccm mit 0,3 cem einer Lésung von y-Di- 
nitrophenol versetzt. Ferner wurde eine etwa n/100 Natronlauge, 
gelést in 50 Vol.-Proz. alkoholhaltigem Wasser, mit demselben In- 
dikator versetzt. Durch einen Reihenversuch wurde gefunden, daB 
0,153 ccm der Indikatorlésung in der Laugenlésung dieselbe Farbtiefe 
erzeugen wie in dem Acetatgemisch. Folglich ist der Farbgrad F des 
Acetatgemisches 0,153: 0,300 = 0,510. Aus der obigen Forme! (3) 
ergibt sich durch Logarithmieren 
log k = log h — log (1 — F) + log FP, 
Px = Pu + log (1 — F) — log F. 

Das py unseres Acetatgemisches ist, elektrometrisch gemessen, 
= 5,62, also ergibt sich p, = 5,64. In wisseriger Lésung wurde p, 
fiir y-Dinitrophenol von Michaelis und Kriiger') = 5,15 gefunden. 
Wenn wir nun die Festsetzung von Ostwald, daB die ,,Stirke’ einer 
Saure nach ihrer Dissoziationskonstante bemessen werden soll, dahin 
erweitern, daB die Starke einer Sdure in einem beliebigen Lésungsmitte! 
nach der auf dieses Lésungsmittel reduzierten Dissoziationskonstante 
bemessen werden soll, so miissen wir sagen, daB die Saurestirke des 
Indikators durch den Alkoholzusatz vermindert wird. 

Nach diesem Prinzip werden nun die Indikatorkonstanten fiir 
einige wichtige einfarbige Indikatoren bestimmt. Da die Indikatoren 
der Nitrophenolreihe streng dem Massenwirkungsgesetz folgen, ist es 
fiir die Anwendung der Indikatorenmethode ohne Puffer nur erforderlich, 
in derselben Weise, wie es frither fiir wiisserige Lésungen ausgefihrt 
wurde, in alkoholischen Lésungen die reduzierte Dissoziationskonstante 
zu bestimmen. 

Der benutzte Alkohol war ein wasserfreies Priiparat des Handels, 
welches nach MaBgabe der Dichte einen Alkoholgehalt von mehr als 
99,8 Proz. hatte und vor dem Versuche noch einmal tiberdestilliert 
wurde. Da die Anderungen der Resultate durch Meine Anderungen 
des Alkoholgehaltes sehr unbedeutend sind, haben wir den benutzten 
Alkohol einfach als 100proz. betrachtet und die Verdiinnung danach 
angegeben. 

Streng genommen, miissen alle Potentialmessungen reduziert 
werden auf Gleichheit des Wasserstoffpartialdruckes in beiden Elek- 
trodenraumen, es miBte also eine Korrektur wegen des Dampfdruckes 


1) Diese Zeitschr. 109, 166, 1920. 
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des Alkohols eingefiihrt werden. In unseren spiteren, in der Einleitung 
angekiindigten Arbeiten werden wir diese Korrekturen stets beriick- 
sichtigen. Fir die Zwecke der vorliegenden Arbeit haben wir jedoch 
von ihnen abgesehen. Bei mittleren Alkoholgehalten itibersteigt diese 
Korrektur kaum 0,5 Millivolt, und bei den héchsten in dieser Arbeit 
verwendeten Alkoholkonzentrationen iibersteigt sie kaum 1,0 Millivolt. 
In Anbetracht der zu erwartenden Genauigkeit schien es uns nicht 
erforderlich, diese Korrekturen hier einzufiihren. Nur bei den im 
dritten Abschnitt genannten Zahlen sind sie beriicksichtigt. 

Die Bezeichnung der Puffermischungen ist nach der Sdérensenschen 
Benennungsweise geschehen; z. B. bedeutet Borat-HCl-Gemisch 5,2 eine 
Mischung von 5,2ccm Borsiéiurestammlésung nach Sdrensen + 4,8 ccm 
n/l0 HCl. 





Alkohol- | Farbgrad F 
gehalt | Temperatur Pufferlosung ° log F Pu Py 
Vol.-Proz. — 


p, des m-Nitrophenol 











































0 12.0 0,107 | —092 7,45 8,37 
10 13.5 0,155 | —0,74 7,83 8,57 
20 14,5 0.200 —060 8.14 8,74 
30 13.0 ; 0,230 — 0,52 8,45 8,97 
40 14.5 as a 0.250 —048 868 9,16 
50 13,0 10 fac pee all 0.220 —055 S.S4 9,39 
60 15,0 0,220 —055 9,09 9,64 
70 14,5 0460 —007 9,76 9,83 
80 14.5 0,440 — 0,10 10.15 10,25 
90 15,0 0,330 — 031 10.42 10,73 

p, des «-Dinitrophenol 

0 22.0 0,200 — 0,60 3,36 3.96 

0 10,0 0,160 | —0,72 | 3,32 4,04 
10 23,0 0.220  —O055 340 | 3,95 
10 10,5 n/100 0,170 | —069 | 3,34 4,03 
20 24.0 i jl 0.250 | —048 | 347 3.95 
20 | 130 = 0,210 | —058 | 342 | 4,00 
30 25,0 0,320 —033 | 354 | 3,90 
30 14.5 0.240 | —050 | 349 | 3.99 
40 26,0 0357 | —0.26 | 3,62 | 3.88 
40 13,0 n/10 Essigsiure 0.115 | —0,89 3,14 4,03 
50 26,0 n/100 Essigsaure 0,355 — 0,26 3,90 | 4,16 
50 15,0 n/10 Essigséure 0,150 — 0,75 3,42 4.17 

p, des p-Nitrophenol 

0 10,5 n/10 Na-Acetat 0,027 | —1,56 | 5,58 7,14 
0 | lo 0.030 —150 5,67 7,17 
20 | 12,0 0.033 —147 581 7,28 
30 115 ' ’ 0.043 —135 6,03 7,38 
40 12:0 n/100 Essig- 0047 —131 631 . 762 

siure, dieses pe : 
50 |) (120 Gemisch 10fach 0,051 | —127 659 7,86 
60 12,0 canines 0,058  —121 690 8,11 
70 12,0 0.067 | —1,14 | 7,19 8,33 
80 | 120 0.077 —108 7,52 8,60 
9 | 120 0,093 —100 7,90 8,90 
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a Temperatur Pufferlosung Farbgred log ; : ; Pu P, 
Vol.-Proz. F 
Py des y-Dinitrophenol 
0 18.0 0.260 | —045 4.68 5.13 
10 9.5 0,240 — 0.50 4.70 5,20 
20 18.5 0,320 -— 0,33 4.90 5,23 
30 10,0 ’ 0,310 — 0,35 5,03 5.39 
0 19.0 se ne }) 04400 —010 | 535 | 545 
50 10.0 Mt 0510 —002 562 £564 
60 19.0 verauant 0650 +027 | 59 568 
70 10,0 0,680 + 0,33 6,26 5,93 
80 19.5 0.760 + 0.50 6,61 6.11 
#” 19.5 0.790 +058 696 638 


5. Die Eichung des Phenoiphthaleins. 


Da man auf das Phenolphthalein das einfache Massenwirkungs- 
gesetz nicht anwenden kann, so bleibt nur eine empirische Eichung 
iibrig. Diese wurde in folgenden Versuchen ausgefiihrt. 

Diese Versuche sind in dem Diagramm (Abb. 2) wiedergegeben. 
Die Ordinate bedeutet den Farbgrad. Als Vergleichslésung zur Be- 
stimmung des Farbgrades wurde stets ein alkalisch-wiisserig-alkoho- 
lisches Gemisch von gleichem Alkoholgehalt wie die zu untersuchende 
Lésung benutzt. Die Alkalitaét wurde durch Natronlauge hergestellt, 
und zwar wurde fiir jeden Alkoholgehalt die zur Erzeugung der maxi- 
malen Farbung giinstigste Laugenkonzentration ausprobiert. Ein 
allzu groBer Uberschu8 von Lauge muB vermieden werden, weil durch 
diesen bekanntlich das Phenolphthalein allmahlich abblaBt. Bei einem 
Alkoholgehalt von 0 bis 60 Proz. ist eine n/100 Lauge sicher ausreichend 
und sicher nicht zu stark, von 70 proz. Alkohol aufwarts ist eine 
n/10 Lauge die beste Konzentration. Die ginstigste Konzentration 
wurde jedesmal in einem Vorversuch dadurch festgestellt, dab wir 
beobachteten, da8 eine im Vergleich dazu etwa zehnfach gréBere Laugen- 
konzentration die Farbtiefe nicht mehr veriandert, wahrend noch 
weitere Erhéhung der Laugenkonzentration schon in merklich kurzer 
Zeit eine Abblassung hervorbringt. 

Die Abszisse gibt das py, an. Die an jeder Kurve angeschriebene 
Zahl ist der Gehalt an Alkohol in Volumprozenten. Die durch die 
Versuche gewonnenen Punkte wurden nach AugenmaB vervollstandigt 
und haben daher nur den Wert von Interpolationskurven fir praktische 
Zwecke. In Anbetracht der Fehlergrenzen, deren man sich bei jeder 
Pu-Bestimmung mit Indikatoren bewubt bleiben mub, dirften diese 
Kurven die erforderliche Genauigkeit besitzen. Bei den py-Messungen 
mit Indikatoren in alkoholisch-wisserigen Lésungen miissen wir uns 
bewuBt bleiben, daB wir an die Genauigkeit nicht tibertriebene An- 
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Alkohol- j 
gehalt Temperatur Pufferlésung Farbgred 
Vol.+Proz. F 


0 Borat -HCi-Gemisch 9,2 0,130 
(l0fach verdiinnt) 
0 dasselbe Gemisch 6,4 0.017 
(10fach verdiinnt) 
0 reine Boratlésung 0,130 
(10fach verdiinnt) 
0 dieselbe Lésung (3fach verdiinnt)| 0,140 
0 dieselbe Lésung (10fach verdiinnt) 0,130 
0 Borat -HCl-Gemisch 8,8 0,120 
0 dasselbe Gemisch 6,4 0,027 
0 dasselbe Gemisch 7,2 0,042 
0 Borat -NaOQH-Gemisch 8,4 0,280 
0 dasselbe Gemisch 6,8 0,430 
0 dasselbe Gemisch 8,4 0,280 
0 dasselbe Gemisch 9,2 0,220 
0 y Glykokoll - NaOH - Gemisch 5,0 0,600 
10 Borat -NaOH-Gemisch 7,4 0,400 
10 Borat -HCl-Gemisch 8,4 0,110 
10 dasselbe Gemisch 6,4 0,030 
10 dasselbe Gemisch 8,4 0,120 
10 reine Boratlésung 0,200 
10 Glykokoll - NaOH - Gemisch 5,0 0,400 
Borat -HCl-Gemisch 6,0 0,017 
dasselbe Gemisch 7,6 0,070 
Borat -NaOH - Gemisch 6,2 0,570 
dasselbe Gemisch 7,6 0,330 
Glykokoll - NaO H - Gemisch 5,2 0,150 
reine Boratlésung 0,137 
Borat-HCl-Gemisch 7,2 0,047 
dasselbe Gemisch 6,0 0,013 
Borat -NaOQH-Gemisch 8,2 0,267 
Glykokoll - NaOH - Gemisch 5,0 0,060 
reine Boratlésung 0,117 
Borat -NaOH-Gemisch 7,2 0,307 
dasselbe Gemisch 7,2 0,250 
dasselbe Gemisch 8,8 0,150 
Glykokoll -NaOH -Gemisch 5,0 0,020 
reine Boratlésung | 0,130 
Borat -HCl-Gemisch 6,4 | 0,030 
dasselbe Gemisch 8,2 0,080 
Borat - NaOH - Gemisch 7,8 0,287 
reine Boratlésung | 0,170 
Borat -HCl-Gemisch 7,2 | 0,060 
dasselbe Gemisch 5,6 0,000 
Borat -NaOQH-Gemisch 6,0 | 0,540 
dasselbe Gemisch 8,8 0,225 
reine Boratlésung 0,177 
Borat -HCl-Gemisch 6,2 0,027 
dasselbe Gemisch 8,4 0,110 
reine Boratlésung |} 0,217 
Borat - HCl-Gemisch 6,4 | 0,040 
dasselbe Gemisch 8,2 | 0,110 
dasselbe Gemisch 9,4 | 0,190 
dasselbe Gemisch 5,8 | 0,020 


(10fach verdiinnt) 
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Alkohol- R 
gehait | Temperatur Pufferlésung Farbgred Pu 
F 
VolsProz. | _ a 
90 18,0 Borat - HCl-Gemisch 8,8 0,061 11,59 
(20fach verdiinnt) 
90 21,0 Borat -NaQH-Gemisch 8,0 0,430 12,47 
(20fach verdiinnt) 
90 21,0 reine Boratlésung 0,140 11,97 
(20fach verdiinnt) 
95 17,0 | gesiittigte Boratlésung in 0,140 12,16 
betr. Alkoholvolumen 
95 17,6 | Gemisch von ders. Lésung 0,240 12,32 
9,0, NaOH 1,0 
95 17,6 | Gemisch von ders. Lésung 0,060 | 1181 


9,2, HCl 0,8 


forderungen stellen dirfen, und deshalb haben wir auch die Eichung 
weiterer Korrekturen betreffend Salzfehler und Temperatur unterlassen. 


Wir méchten besonders darauf aufmerksam machen, daB unsere 
Untersuchungen sich nicht auf die absolute Verinderung der Farbtiefe 
und der Nuance beziehen, welche der Alkohol auf den Indikator ausiibt. 
In Bestatigung vieler friiherer Beobachtungen konnten wir feststellen, 
daB z. B. beim Phenolphthalein durch Alkoholzusatz auch die bei 
giinstigster Alkalitét maximal erreichbare Farbtiefe geringer ist als 
in Wasser, und daB sich gleichzeitig die Nuance etwas nach Violett 
verindert. Diese Farbinderungen haben wir in dieser Arbeit gar nicht 
beriicksichtigt. Sie sind zwar fiir die Theorie des Zusammenhangs 
von Farbe und Konstitution von Belang, sie beriihren aber unsere 
Fragestellung nicht, da wir bei unserer Methode die zu untersuchende 
Lésung stets mit einer Lésung von gleichem Alkoholgehalt vergleichen. 


6. Die praktische Vorschrift der p,,-Messung in alkoholischen Lisungen. 


Die praktische Anwendung der Indikatorenmethode ohne Puffer 
in wasserig-alkoholischen Lésungen gestaltet sich demnach folgender- 
maBen: Im wesentlichen ist sie genau so, wie sie von Michaelis und 
Gyemant fiir wisserige Lésung beschrieben worden ist. Der Unterschied 
ist nur folgender: die alkalische Vergleichslisung muB denselben 
Alkoholgehalt haben, wie die zu untersuchende Lésung. Die zur Er- 
reichung der maximalen Farbtiefe notwendige Alkalitét muB immer 
durch NaOH hergestellt werden; die definitive Konzentration dieser 
Lauge ist am besten bei einem Alkoholgehalt von 0 bis 70 Proz. n/100 
Natronlauge, bei héherem Alkoholgehalt n/10 Natronlauge. Nachdem 
durch einen Reihenversuch der Farbgrad F festgestellt ist, wird fir 
die vier von uns geeichten Indikatoren der Nitrophenolreihe das py 
in derselben Weise berechnet wie fiir wisserige Lésungen, mit dem 
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einzigen Unterschied, daB fiir p, der fiir den betreffenden Alkohol- 
gehalt giiltige Wert eingesetzt wird, welcher aus Tabelle I abgelesen 
werden kann. Fiir Phenolphthalein benutzt man statt dessen Tabelle I 
oder Abb. 2. Hier ist die Ordinate der Farbgrad, die Abszisse das py, 
und an jeder einzelnen Kurve der Schar ist der fiir sie giiltige Alkohol- 
gehalt angeschrieben. 

Hiermit glauben wir, die Methode mit der fiir praktische Zwecke 
geniigenden Genauigkeit ausgearbeitet zu haben. Es wire nicht an- 
gebracht, die Anforderungen an Genauigkeit auf die Spitze zu treiben. 
Fir wirkliche Genauigkeit bleibt nach wie vor die Gaskettenmethode 
iibrig, aber die Fille, in denen unsere verhaltnismaBig ungenauere, 
aber einfache Methode selbst in dieser rohen Form erwiinscht ist, sind 
zahireich genug. 


1. Tabelle fiir das p, der Nitrophenolreihe bei variiertem Alkoholgehalt 
(nach Interpolation der Versuchsresultate gewonnen). 





p;, bei einem Alkoholgehalt von Vol.-Proz. 
0 w|2i|3%)|#| © | o | m | | w 


m-Nitrophenol . | 8,37 8,56 | 8,75 | 8,97/ 9,15 9,40 9,64 9,92 |10,24 | 10,73 

p-Nitrophenol . || 7,15 | 7,17 | 7,28 | 7,38 | 7,63 7,85 | 8,11 | 8,34 8,59| 8,90 

y Dinitrophenol | 5,15 | 5,20 | 5,23 5,39 | 5,45 5,58 | 5,70 5,95 6,08| 9,40 
| | 


«-Dinitrophenol || 4,00 | 4,00 | 4,00 | 4,00 400 415; — |) — — | — 
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Abb. 1. Interpolations-Diagramm tiir dic Indikatorkonstanten der Nitrophenolreihe. 
Abszisse: Volum-Proz. Alkohol. Ordinate: », des Indikators. 
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II. Tabelle iber den Zusammenhang des Farbgrades F und des py, beim 
Phenolphthalein bei variiertem Alkoholgehalt. 









Pu bei einem Alkoholgehalt von Vol.-Proz. 
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001 85 ‘ 9.2 9.5 98 102 106 108 111 #113 
002 86 8.8 90 9.3 97 100 104 107 110 2112 115 
004 88 8.9 9,2 9.5 99 102; 106 109 1112) 114 11,7 
0.06 89 9.0 94 97 100 103) 107 110 113 116 I18 
008 898 91 9.5 98 101 104 108 22,1 114/117 «119 
01 904 92 9.5 98 102 105 109 H2 115 118 120 
0.2 922 94 98 | 101 | 105 | 108 111) 115) 119) 121 123 
0.3 938 9.6 99 102 106, 109 | 113 11,7 | 12,1) 123 124 
04 954 9.7 10,1 104 108 I11 114 2118 122 124 126 
05 970 99 10.2 105); 109) 112 115) 120)! 124/126 127 
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Abb. 2. Diagramm fiir die P1,, "Bestimmung in wasserig-alkoholischen Lésungen mit Phenoiphthalein 

Abszisse: Puy Ordinate: Farbgrad F. Die Zahlen an den Kurven bedeuten den Alkoholgebalt 

der Lésung in Volumprozenten. Bei der Kurve fiir 0 Proz. Alkohol sind die alteren Werte nach 

Michaelis und Gyemant, mit + bezeichnet, nochmals cingetragen. Sie decken sich im allgemeinen 
befriedigend mit den neveren '). 











') Die von Kolthof/f neuerdings empfohlenen Werte (Der Gebrauch von 
Farbenindikatoren, 2. Aufl., S. 138, Berlin 1923) decken sich mit ihnen im 
allgemeinen nicht so gut. 











Uber Protoplasmaverinderungen bei Plasmolyse. 


Von 
N. Cholodny. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Kiew.) 


(Eingegangen am 19. Februar 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wie bekannt, wird bei den Untersuchungen tiber Stoffaufnahme 
bei der Pflanzenzelle stets eine groBe Bedeutung der Plasmolyse bei- 
gemessen. Diese Erscheinung diente und dient noch haufig bis jetzt 
als das einzige Kriterium bei der Lésung der Frage, ob das Plasma 
fiir diesen oder jenen Stoff permeabel ist. Man nimmt gewéhnlich an, 
daB ein Stoff durch das Plasma nur in dem Falle diffundieren kann, 
wenn in dessen Lésung keine Plasmolyse beobachtet wird. Es ist doch 
allbekannt, daB gerade solche typischen Plasmolytika, wie Zucker und 
Salze, zu den wichtigsten, fir die Zelle ganz unentbehrlichen Nahr- 
stoffen gehéren. Daraus kann man mit voller Sicherheit schlieBen: 
erstens, daB in schwachen Konzentrationen, um welche es sich bei 
natiirlichem Stoffwechsel handelt, simtliche Nahrstoffe in die Zelle 
eindringen kénnen, und zweitens, daB bei héheren Konzentrationen 
dieselben Stoffe die oberflichliche Plasmaschicht mehr oder weniger 
verindern sollen, indem sie deren Permeabilitét stark erniedrigen und 
auf diese Weise sich selbst den Weg ins Zellinnere absperren. Den letzten 
Schlu8 kénnte man bereits durch einige Angaben von Kiister') und 
Hecht*) begriinden. Vor kurzem hat Hansteen-Cranner*) festgestellt, 
daB starke (normale) Salzlésungen in der Plasmahaut verschiedene 
anfangs reversible, dann irreversible kolloidchemische Veranderungen 
(Fallungen, Verdichtungen) hervorrufen, welche man einstweilen sogar 
unmittelbar unter dem Ultramikroskop beobachten kann. Daraus 


1) E. Kiister, Zeitschr. f. Bot. 2, 689, 1910. 
*) K. Hecht, Beitrage zur Biologie der Pflanzen 11, 137, 1912. 
8) B. Hansteen-Cranner, Meldinger fra Norges Landbrukshoiskole 1922. 
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hat Hansteen-Cranner ganz richtig den SchluB gezogen, daB ,,die plasmo- 
lytischen Verhiltnisse ... uns .. gar keinen richtigen Bescheid von den 
Permeabilitatsverhaltnissen in Zellen mit ganz normalen, von 
starken Stoffkonzentrationen unbeeinfluBten Plasmamembranen geben 
kénnen“?), 

Wenn die Plasmolyse stets betrachtliche Zustandsinderungen in 
der oberflachlichen Plasmaschicht hervorruft, so erhebt sich natirlich 
die Frage, ob in dieser Beziehung irgendwelcher Unterschied zwischen 
zwei Arten von Plasmolytika — Elektrolyten und Nichtelektrolyten — 
zu konstatieren ist. Durch die Lésung dieser Frage kénnte man vielleicht 
auch das Wesen der physikalisch-chemischen Erscheinungen, welche 
unter der Wirkung von stark konzentrierten Lésungen im Plasma 
stattfinden, etwas klarlegen. Um die nétigen Angriffspunkte zu er- 
halten, habe ich im Sommer 1923 eine Reihe von Versuchen vor- 
genommen, deren Ergebnisse ich in diesem Artikel kurz mitteilen 
méchte. 


Wenn man eine Pflanzenzelle in eine plasmolysierende Lésung bringt, 
deren Konzentration nicht zu viel diejenige des Zellsaftes iibertrifft, so kann 
man in der darauf folgenden Plasmolyse drei Stadien unterscheiden: 1. eine 
Volumenverminderung oder Zusammenschrumpfung des Plasmaschlauches, 
wobei das Protoplasma sich von der Zellwand zuriickzieht, aber zwischen 
beiden doch eine Verbindung in Form diinner Plasmafiiden oder Strange 
zuriickbleibt; 2. das Einstellen einer neuen Gleichgewichtslage zwischen 
dem Zeilinhalt und der umgebenden Lésung. Das Zusammenschrumpfen 
des Plasmaschlauches hért auf und eine Zeitlang sind keine weitere merkbare 
Veriinderungen zu beobachten; 3. eine allmahlich eintretende Stérung 
des normalen Plasmazustandes, welche einen pathologischen Charakter 
hat und haufig ein Verschwinden der Faden zwischen der Zellwand und dem 
Plasmakérper, eine Bildung von Haptogenmembranen auf der Plasma- 
oberflache u. dgl. hervorruft. 

Es fragt sich nun, welches von diesen drei Stadien die gréBte Aufmerk- 
samkeit verdient, wenn man verschiedene Plasmolytika nach ihrer Wirkung 
auf das Protoplasma miteinander vergleichen will Was das erste Stadium 
betrifft, so kann es zu diesem Zweck kaum als ein zuverlassiges Kriterium 
angesehen werden, da es zu kurzdauernd ist. Ebensowenig ist auch das 
dritte, aus irreversiblen Plasmaverinderungen bestehende Stadium wegen 
seines pathologischen Charakters in Anspruch zu nehmen. So bleibt uns 
offenbar nichts mehr iibrig, als das zweite Stadium zu beriicksichtigen, 
d. h. auf das Moment unsere Aufmerksamkeit zu richten, in welchem der 
Plasmaschlauch sich zusammenzuschrumpfen aufhért und im kolloid- 
chemischen Zustande des Protoplasmas noch keine pathologische Ab- 
anderungen zu konstatieren sind*). Auf diese Phase der Plasmolyse be- 
ziehen sich hauptsachlich auch meine Beobachtungen. 


') Le, 8. 136. 

*) Ob im Plasma wirklich noch keine wesentliche pathologische Ver- 
anderungen stattgefunden haben, ist in jedem einzelnen Falle durch De- 
plasmolyse festzustellen. 
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Als Versuchsmaterial benutzte ich verschiedenartige sowohl héhere, 
als auch niedere Vertreter unserer Wasser- und Landflora. Bei héheren 
Pflanzen untersuchte ich am haufigsten die Epidermiszellen ihrer Blatter 
und Stengel. Die Schnitte wurden vorlaufig mit zweimal aus Glas in Glas 
destilliertem Wasser abgespiilt und dann in einem Tropfen desselben Wassers 
auf den Objekttrager gebracht. Damit das Deckglaschen keinen Druck auf 
die Zellen ausiiben kénnte, wurden zuweilen darunter kleine Streifchen 
Pergamentpapier gelegt. 

Die plasmolysierende Lésung wurde mit einer kleinen Pipette auf den 
Objekttrager neben dem Deckglaschen aufgetragen und dann vermittelst 
eines Stiickchens Filtrierpapier langsam und vorsichtig durchgesaugt. Das 
Durchsaugen wurde eingestellt, sobald in den Randzellen des Priaparates 
das Protoplasma sich von der Zellwand abzutrennen anfing. Bei diesem 
Verfahren konnte man wohl annehmen, daB die Konzentration verschiedener 


Lésungen bei sémtlichen Versuchen mit einem und demselben Objekt 
annahernd gleich war. 

Von Elektrolyten habe ich als Plasmolytika vorzugsweise die Neutral- 
salze von Alkali- und Erdalkalimetallen angewandt: KCl, NaCl, CaCl,, 
KNO,, Ca(NO,)., K,SO,, (NH,).80,, K,HPO,, K,H,C,0,, K,FeCy,, 
N H,-Citrat und einige andere. Von Nichtelektrolyten wurden verschiedene 
Kohlehydrate (hauptsachlich Glucose und Saccharose), héhere Alkohole 
(Glycerin, Mannit) und Harnstoff ausprobiert. Samtliche Lésungen hatten 
gewohnlich eine molare Konzentration. Die Salze benutzte ich zuweilen in 
reinen, 6fters aber in gemischten Lésungen (z. B. KCl + CaCl,), um die 
toxische Wirkung von einzelnen Kationen zu vermeiden. 

Aus einer groBen Anzahl von Versuchen hat es sich herausgestellt, 
daB in einer iiberwiegenden Mehrzahl der Fille, wie es nach den sémtlichen 
vorigen Untersuchungen wohl zu erwarten war, kein nennenswerter Unter- 
schied in der plasmolytischen Wirkung von Elektrolyten und Nichtelektro- 
lyten zu beobachten ist. Zugleich zeigte es sich, daB alle diese in bezug 
auf die chemische Natur der Plasmolytika scheinbar sich ganz indifferent 
verhaltenden Objekte in zwei groBe Gruppen eingeteilt werden kénnen. 
Zur ersten Gruppe A ist eine Mehrzah! der von mir untersuchten Land- 
gewiachse, eigentlich Epidermiszellen ihrer Blatter und Stengel zu stellen. 
Hier nimmt der Plasmaschlauch, nachdem er sich von der Zellwand ab- 
getrennt hat, die Form eines auBerst unregelm&Bigen Koérpers an, welcher 
mit der Zellmembran vermittelst einer Menge ziemlich dicker Plasmafaden 
und Strange verbunden ist. Dieses Bild bleibt eine Zeitlang, zuweilen 
wahrend mehrerer Stunden, ganz unverindert. Die Abb. A und A’, obgleich 
sie nicht nach zur Gruppe A gehérenden Objekten abgebildet sind, kénnen 
diesen Typus der Plasmolyse naturgetreu veranschaulichen. 

Der zweiten Gruppe B ist eine Mehrzahl von Objekten einzureihen, 
welche Wasserpflanzen angehéren. Der sich von der Zellwand zuriick- 
ziehende Plasmaschlauch zeigt hier schon von Anfang an eine Tendenz, 
mehr regelmaBGige, rundliche Umrisse anzunehmen. Nachdem sich das 
Gleichgewicht zwischen dem Zelleninhalt und der umgebenden Lésung 
eingestellt hat, bleibt der Plasmaschlauch innerhalb der Zelle in Form 
eines mehr oder weniger rundlichen glattrandigen Koérpers liegen. Die Ver- 
bindung zwischen Plasma und Zellmembran ist auch hier vorhanden, 
doch sind die Plasmafiden nicht so zahlreich und dick, wie man sie im 
vorigen Falle beobachten konnte. Einstweilen sind sie sogar fast ganz un- 
sichtbar. Von diesem Typus der Plasmolyse vermag man sich aus den 
Abb. B und B’ eine Vorstellung zu bilden. 
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Wie ich schon bemerkt habe, ist der Plasmolysetypus A fiir die 
Epidermiszellen der Landgewichse charakteristisch; bei den Wasser- 
pflanzen geht dagegen die Plasmolyse am haufigsten nach dem Typus B 
vor sich. Es ist aber hervorzuheben, daB auch solche Faille nicht selten 
sind, wo man bei echten Landgewachsen eine Plasmolyse nach dem 
Typus B und umgekehrt bei Wasserpflanzen nach dem Typus A 
beobachten kann. 

Die von mir erhaltenen Resultate scheinen blo® dafiir zu sprechen, 
daB der physikalisch-chemische Zustand des Protoplasmas bei verschiedenen 
Pflanzen recht verschieden ist. Was nun die Frage betrifft, ob die ober 
flachliche Plasmaschicht durch starke Lésungen von Elektrolyten und 
Nichtelektrolyten ganz gleich- oder ungleichartig beeinfluBt wird, so ist 
aus den obenerwahnten, rein negativen Ergebnissen dariiber kein bestimumter 
SchluB zu ziehen. Denn erstens kann der Umstand, da§B man unter dem 

















Abb. 1. 


Mikroskop keinen merkbaren Unterschied in der Wirkung von Elektrolyten 
und Nichtelektrolyten beobachtet, durch die Unvollkommenheit der Beob- 
achtungsmethode selbst erklart werden. Andererseits ist es wohl méglich, 
daB, damit sich eine Verschiedenheit in der Wirkungsweise der genannten 
Plasmolytika &4uBern kénnte, ein spezieller physikalisch-chemischer Zustand 
des Protoplasmas nétig ist, welcher in der Natur recht selten vorkommt. 
Um die erste Voraussetzung zu priifen, kénnte man sich wohl zu einer 
ultramikroskopischen Untersuchung wenden, was ich zurzeit nicht imstande 
war zu verwirklichen. Was nun die zweite Vermutung betrifft, so ist es 
mir praktisch bald gegliickt, einige Objekte zu finden, bei welchen sich 
ein Unterschied in der Wirkungsweise von Elektrolyten und Nichtelektro- 
lyten sehr scharf und anschaulich auBerte. 

Als erstes und interessantestes von diesen Objekten sind die Knospen- 
schuppen von H ydrocharis morsus ranae anzugeben. Wie bekannt, entwickeln 
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sich die Knospen dieser Pflanze unter Wasser und sind von auBen mit 
mehreren in diinne und durchsichtige Lamellen modifizierten Blattern 
umhiillt. Jede solche Lamelle besteht nur aus zwei Schichten groBer diinn- 
wandiger lebender Zellen, die ziemlich plasmareich sind und viele Chloro- 
phyllkérner enthalten. Es geniigt, eine derartige Schuppe mit einer feinen 
Schere in mehrere Stiickchen zu schneiden, um ein Praparat zu bekommen, 
welches bei verschiedenen, mit einer Beobachtung in vivo verbundenen 
Versuchen vorziiglich dienen kann. 

Als ich solche Schnitte der Einwirkung verschiedener plasmolysierender 
Lisungen aussetzte, konnte ich mich bald tiberzeugen, daB simtliche Salze 
von einbasischen Sauren hier immer eine Plasmolyse nach dem Typus A 
hervorrufen (s. Abb. A). Zugleich war in denselben Zellen unter der Wirkung 
simtlicher von mir angewandten Nichtelektrolyten regelmaBig ein Bild 
vom Typus B zu beobachten (Abb. B). Obgleich ich diese Versuche mehrmals 
mit verschiedenen mir zur Verfiigung stehenden Plasmolytika wiederholte, 
konnte ich keine einzige Ausnahme von dieser Regel feststellen. Was die 
Salze von zwei- und mehrbasischen Saéuren betrifft, so wird dariiber etwas 
spater die Rede sein. 

Ein ganz analoges Resultat habe ich auch mit Epidermiszellen von 
der Innenseite der Zwiebelschuppen (Allium Cepa) erhalten. Ubrigens 
verhalt sich dieses klassische Objekt in einer etwas komplizierteren Weise. 
Wenn man die Epidermiszellen, unmittelbar nachdem sie von der Schuppe 
abgezogen sind, in eine plasmolysierende Lésung bringt, so ist in samtlichen 
Lésungen, sowohl von Elektrolyten als auch von Nichtelektrolyten, die 
Plasmolyse vom Typus A zu beobachten. Wenn man aber dasselbe Praparat 
vorlaufig einem griindlichen Durchwiassern aussetzt, indem man es in einer 
Schale mit destilliertem oder Leitungswasser wihrend 24 bis 48 Stunden 
liegen 148t, so erhalt man ein Objekt, welches auf die Wirkung von ver- 
schiedenen Plasmolytika im groBen und ganzen ebenso reagiert, wie die 
obenerwahnten Zellen von Hydrocharis morsus ranae (s. Abb. A’ und B’). 
Nur in bezug auf die Wirkung der Salze mehrbasischer Sauren ist ein 
Unterschied zu verzeichnen, wovon weiter unten gesagt wird. 

Bei weiteren Nachforschungen ist es mir zurzeit nicht gelungen, noch 
andere Objekte aufzufinden, bei welchen der Unterschied in der Wirkung 
von Elektrolyten und Nichtelektrolyten sich ebenso klar und regelmaBig 
auBerte, wie bei den zwei obigen. Zwar konnte ich bei einigen Objekten 
(z. B. bei den Epidermiszellen der Blattoberseite von Polygonatum officinale 
oder bei der Stengelepidermis von Fagopyrum esculentum) zuweilen unter 
der Wirkung gewisser Plasmolytika dieselben Verhiltnisse, wie bei Hydro 
charis morsus ranae oder Allium Cepa konstatieren, aber meistens war bei 
diesen Objekten in simtlichen Lésungen, unabhangig von deren chemischen 
Natur, ein und dasselbe Bild zu beobachten. 

Jedenfalls unterliegt es keinem Zweifel, daB es Pflanzenzellen gibt, 
deren Plasma in solch einem physikalisch-chemischen Zustande auftritt, 
da8 es auf die Wirkung von Elektrolyten und Nichtelektrolyten ganz ver- 
schieden reagiert: durch erstere wird hier eine Plasmolyse nach dem Typus 4, 
durch letztere nach dem Typus B hervorgerufen. Solche Zellen diirften 
wohl als ein dritter Typus A B bezeichnet werden. 

Aus den bisher erhaltenen Resultaten erheben sich natiirlich zwei neue 
Fragen. Erstens, wie ist es zu erklaren, daf& verschiedene Zellen in bezug 
auf Plasmolytika sich verschiedenartig verhalten, mit anderen Worten, 
da8 es drei Zellenarten A, B und AB gibt? Und zweitens, wo liegt die 
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Ursache der ungleichartigen Wirkung von Elektrolyten und Nichtelektrolyten 
auf das Plasma der Zellen AB? 

Was nun die erste Frage betrifft, so kann man wohl kaum daran zweifeln, 
da8 einer bei verschiedenen Pflanzen zu beobachtenden Mannigfaltigkeit 
der Plasmolyseerscheinungen eine entsprechende Mannigfaltigkeit der 
physikalisch-chemischen Eigenschaften des Plasmas dieser Pflanzen zu- 
grunde liegt. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist hier eine entscheidende Rolle 
der Plasmaviskositat zuzuschreiben. Insofern man dariiber nach der &uBeren 
Gestalt des Plasmaschlauches urteilen kann, hat die Plasmaviskositaét bei 
den Zellen A den gréBten, bei den Zellen B den kleinsten Wert. Die Zellen 
vom Typus AB miissen dann ihrer Plasmaviskositaét nach offenbar eine 
mittlere Stelle einnehmen. 

Falls diese Vermutung richtig ist, so finden wir darin einen Stiitzpunkt, 
um auch die zweite Frage beantworten zu kénnen. Wie ich es schon an einer 
anderen Stelle gezeigt habe’), sind in Pflanzenzellen sogar unter der Wirkung 
ganz verdiinnter Salzlésungen einige Erscheinungen zu beobachten, welche 
nur durch eine Plasmaviskositétserhéhung erklart werden kénnen. Es ist 
wohl héchst wahrscheinlich, daB dieselben Stoffe in deren viel starkeren 
Konzentrationen, wie man sie zur Plasmolyse verwendet, eine ganz analoge 
Veranderung in einem noch héheren MaBe hervorrufen werden. Da nun 
simtliche von mir angewandten Salze von einbasischen Saéuren in den Zellen 
vom Typus AB einen und denselben Effekt hervorrufen, so ist es klar, 
daB man eine Ursache dieser Viskositaétsinderung in irgendwelchen rein 
physikalischen Erscheinungen suchen mu, d.h. in einer Wirkung der 
elektrischen Ladungen, die mit Salzionen verbunden sind. Insoweit es uns 
bekannt, ist die disperse Phase des Plasmas immer negativ geladen ; folglich 
sind die durch Elektrolyte hervorgerufenen Plasmaverinderungen in erster 
Linie dem positiv geladenen Teil der Salze, d. h. deren Kationen zu- 
zuschreiben. Diesen letzten Schlu8 kann man durch eine interessante 
Tatsache bestiatigen, welche ich bei Versuchen mit Hydrocharis morsus ranae 
festgestellt habe. Wie schon bemerkt wurde, ist bei diesem Objekt die 
Plasmolyse vom Typus A nur unter der Wirkung der Salze von ein- 
basischen Séuren zu beobachten. Samtliche von mir angewandten Salze 
von Schwefel-, Phosphor-, Wein- und Citronenséure rufen hier stets eine 
Plasmolyse vom Typus B hervor; mit anderen Worten, es ergibt sich 
dasselbe Bild, wie man es in den Lésungen von Nichtleitern beobachten 
kann. 

Es ist der Gedanke naheliegend, daB diese Tatsache durch die Wirkung 
auf das Plasma mehrwertiger Anionen, welche den Einflu8 positiv geladener 
Salzionen hemmen, zu erklaren ist. 

Weiterhin ist es bemerkenswert, daB bei Allium Cepa sich ein ganz 
anderes Resultat ergibt: hier erzeugen simtliche Salze sowohl ein- als auch 
mehrbasischer Saéuren immer die Plasmolyse nach dem Typus A. Ubrigens 
mu8 man sich dariiber nicht wundern, da das Plasma der Epidermiszellen 
von Allium Cepa seinen physikalisch-chemischen Eigenschaften nach naher 
den Zellen vom Typus A als denen von B steht. 

Obgleich eine unmittelbare Beobachtung unter dem Mikroskop einen 
merkbaren Unterschied in der plasmolytischen Wirkung von Elektrolyten 
und Nichtelektrolyten nur bei einer kleinen Gruppe von Objekten A B 
zeigt, ist doch daraus wohl nicht zu schlieBen, daB in den Zellen vom Typus A 


1) N. Cholodny, Beihefte z. Botan. Centralbl. 39, Abt. I, 8S. 231, 1923. 
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und B beide Arten von Plasmolytika ganz gleiche Veranderungen hervor- 
rufen. Man kann dagegen kaum daran zweifeln, daB auch bei diesen Objekten 
unter dem EinfluB der Elektrolyte im Plasma ebensolche kolloidchemische 
Erscheinungen wie in der Gruppe AB stattfinden. Da8 diese inneren 
Verinderungen auf die Plasmolyseerscheinung keinen merklichen Einflu8 
ausiiben, ist leicht erklarbar: Die Zellen vom Typus A besitzen eine so 
zroBe Plasmaviskositat, daB eine weitere, durch die Salzwirkung hervor- 
gerufene, relativ geringfiigige ViskositatsvergréBerung das 4uBere Aussehen 
des Plasmaschlauches wahrnehmbar nicht beeinflussen kann. Andererseits 
muB die Plasmaviskositaét in den Zellen B einen so kleinen Wert haben, daB 
auch hier eine Viskositaétserhbhung wahrend der Plasmolyse ungeniigend 
ist, um das Auftreten unregelmaéBiger Formen bei dem sich zusammen- 
schrumpfenden Plasmakérper hervorrufen zu kénnen. Offenbar mu8 dazu 
das Protoplasma einen streng bestimmten mittleren Viskositétsgrad be- 
sitzen, welcher unter natiirlichen Verhaltnissen nur als eine 4uBerst seltene 
Erscheinung bei einigen wenigen Pflanzenzellen vorkommt. 

Was die Plasmolytika-Nichtelektrolyte betrifft, so miissen freilich auch 
ihre Lésungen den physikalisch-chemischen Zustand des Protoplasmas 
mehr oder weniger beeinflussen, indem sie das Wasser demselben entziehen 
oder das Plasma etwas verdichten usw. Man kann z. B. leicht beobachten, 
wie in den Zellen der Knospenschuppe von H ydrocharis morsus ranae unter 
der plasmolytischen Wirkung einer Zuckerlésung die Chlorophyllkérner 
eine Volumverminderung und sogar eine merkbare Formanderung erfahren. 
Zugleich miissen wohl ganz analoge Erscheinungen auch im Plasma selbst 
stattfinden, obwohl sie nicht unmittelbar wahrzunehmen sind. 

Aus all dem oben Gesagten ist zu folgern, da8 die Erscheinung der 


Plasmolyse, welche in der Geschichte der Physiologie schon eine so hervor- 
ragende Rolle gespielt hat, uns noch ein Mittel gibt, den physikalisch- 
chemischen Zustand des Plasmas gewissermaBen zu beurteilen. Obgleich 
diese Methode zweifellos sehr primitiv ist und fiir quantitative Bestimmungen 
wohl ganz ungeeignet zu sein scheint, glaube ich doch, daB auf diesem, noch 
so wenig erforschten Gebiet keine neue Untersuchungsmethode zu _ ver- 
nachlassigen ist. 


Zusammenfassung. 

1. Bei Plasmolyse erfahrt die oberflachliche Plasmaschicht mehr 
oder weniger betraichtliche kolloidchemische Verinderungen. 

2. Die durch Nichtelektrolyte und Elektrolyte hervorgerufenen 
Zustandsainderungen des Protoplasmas sind ungleichartig: Indem die 
ersteren dem Anschein nach bloB wasserentziehend und verdichtend 
einwirken, wird durch die letzteren auBerdem eine Plasmaviskositats- 
vergréBerung verursacht. 

3. Bei einigen Pflanzenzellen laBt sich dieser Unterschied in der 
plasmolytischen Wirkung von Elektrolyten und Nichtleitern unmittel- 
bar unter dem Mikroskop beobachten. 

4. Die durch Salzlésungen hervorgerufene Vergr6éBerung der Plasma- 
viskositat ist als ein Resultat der Wechselwirkung zwischen den Kationen 
der Salze und der negativ geladenen dispersen Phase des Protoplasmas 
zu erkliren. In einigen Fallen geniigt es, irgendwelche mehrwertige 
Anionen hinzuzufiigen, um diese Wirkung der Kationen aufzuheben. 
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5. Man kann Beobachtungen itiber Plasmolyse in der Hinsicht 
ausnutzen, um den physikalisch-chemischen Zustand des Protoplasmas 
annahernd zu beurteilen. Soweit nach den hier beschriebenen Versuchen 
zu schlieBen ist, unterscheiden sich verschiedene Pflanzenzellen ihrer 
Plasmaviskositét nach recht merkbar: den gréBten Wert scheint sie 
bei einigen Landgewiichsen, den geringsten bei einigen Wasserpflanzen 
zu haben. Unter normalen Verhiltnissen stellt die Plasmaviskositit 
scheinbar eine fiir jede Zelle charakteristische ungefahr konstante 
GréBe dar. 

Figurenerklirung. 

A Zwei Zellen der Knospenschuppe von Hydrocharis morsus ranac 
Plasmolyse in einer NaCl-Lésung. 

A' Dasselbe bei den Epidermiszellen von Innenseite der Zwiebel- 
schuppe (Allium Cepa). 

B Hydrocharis morsus ranae. Plasmolyse in einer Glucoselésung. 

B' Dasselbe bei Allium Cepa. 

Samtliche Figuren sind etwa 30 bis 45 Minuten nach Beginn des Versuchs 
abgebildet, aber auch 16 Stunden spiater war in den Zellen ungefahr das- 
selbe Bild zu beobachten. 

Die Praparate von Allium Cepa blieben vorlaufig wahrend etwa 45 Stun- 
den in Wasser getaucht. 

VergréBerung etwa 200. 














Uber Produkte der katalytischen Spaltung von Gansefedern. 


Von 
W. S. Ssadikow und N. D. Zelinsky. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Universitat zu Moskau.) 


(Eingegangen am 22. Februar 1924.) 


In unserer Mitteilung: ,,Uber Produkte der katalytischen Spaltung 
von EiweiBstoffen“!') war in kurzen Ziigen das neue Verfahren der 
katalytischen Spaltung und die Trennungsmethode der gewonnenen 
Produkte beschrieben, sowie die meisten Produkte aufgezihlt worden. 
Die vorliegende ausfiihrlichere Abhandlung enthalt die experimentellen 
Belege und siamtliche genaueren Beobachtungen, welche bei einem 
gréBeren Versuche der katalytischen Spaltung von Giinsefedern ge- 
sammelt wurden. 


Untersuchungen des Atherextraktes. 


Bei andauernder Extraktion des Katalysats aus schwach saurer Lésung 
mit Ather, die mit Hilfe des Maassenschen Extraktors ausgefiihrt wurde, 
haufen sich im Atherkélbchen auBer sirupartigen, atherléslichen Substanzen 
weiBe kristallinische Massen an, die in Ather nur sehr wenig léslich sind. 
Von letzteren wurden bei Verarbeitung von 6000 g Federn etwa 32g ge- 
wonnen. Die zwei Hauptfrakticnen des Atherextraktes sind also: A. kri- 
stallinische Massen, B. Sirup (etwa 50g). Beide Fraktionen enthalten 
keine Aminosiuren, denn sie reagieren gegen Triketohydrindenhydrat und 
gegen Cu(OH), negativ. Aber nach dem Kochen mit konzentrierter HCl, 
bzw. nach Behandlung mit 0,2proz. NaOH im EinschluGBrohr bei 120°, 
spalten sich diese beiden Fraktionen unter Bildung von Aminosiuren. 
Auf diese Weise kénnen die vorliegenden Produkte ihrer Natur nach teil- 
weise als Diketopiperazinderivate aufgeklart werden. 


Fraktion A. 

Die weiBe Kristallmasse von Peptidanhydriden wurde der fraktionierten 
Kristallisation aus Alkohol unterworfen. Man erhalt folgende Fraktionen 
mit den Schmelzpunkten: 

ite Wrst wi kes 2 0 3 
eS ae ee 
Da aT ate Yo sis ae aac 
| Oa ACR a 
Gn ee a a Sle a ee 


1) Diese Zeitschr. 186, 241, 1923. 
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Die erste Fraktion mit dem Schmelzpunkte 265° wurde nochmals aus 
heiBem Alkohol umkristallisiert, wobei sich der Schmelzpunkt auf 271° 
anderte; nach nochmaligem Umkristallisieren war der Schmelzpunkt 272°. 
Die Substanz ist in heiBem Alkohol léslich und scheidet sich beim Erkalten 
der alkoholischen Lésung in schénen, weiBen Nadeln aus. Sie zeigt keine 
Reaktionen auf Aminoséuren [Triketohydrindenhydrat und Cu(OH),). 
Diese beiden Reaktionen erweisen sich positiv nach Spaltung der Substanz 
mit konzentrierter HCl. 

Die Substanz wurde noch viermal aus heiBem Eisessig umkristallisiert, 
wobei der Schmelzpunkt sich nicht mehr Aanderte (272°). 

0,2162 g Substanz: 0,4958g CO,; 0,1851g H,O. 

0,1552 g Substanz: v = 18,6 cem (23°, 753 mm). 


Gefunden: Berechnet: €,, HygN.O, 
Cc. . 62,54 Proz. 62,26 Proz. 
H. OSs w 9,50 .,, 
N Ass. « ee 


Molekulargewicht: 220,7; 219,3; 212. 

Die Substanz mit dem Schmelzpunkt 272° ist also entweder Leucy!l- 
valin-anhydrid oder Valyl-leucin-anhydrid. Synthetisches Valy]-leucin- 
anhydrid hat F. 273°, wiahrend |-Leucyl-d-valin-anhydrid bei 282° schmilzt. 

Die zweite Fraktion mit F. 249° gab nach dem Umbkristallisieren aus 
Alkohol die Fraktionen mit den Schmelzpunkten: 1. 261°; 2. 249°; 3. 249°. 

Die Fraktion mit F. 261° wurde nach nochmaligem Umkristallisieren 
aus Ejisessig analysiert. 

0,1594 g Substanz: 0,3646g¢ CO,; 0,1374g H,O. 

0,1013 g Substanz: v = 11,8 cem (20°, 748 mm). 


Gefunden: Berechnet: C,, Hyp N.O, 
ae 62,26 Proz. 
B66 a ewe bit co, bs, ee ae 9,50 
a a & 6. ioe: SRR see 13,21 ,, 


Die Substanz mit F. 261° entspricht der Zusammensetzung nach 
ebenfalls dem Valy!-leucin-anhydrid. 

Die vereinigten Fraktionen 2 und 3 mit F. 249° zeigten nach dem Um- 
kristallisieren aus Eisessig F. 251°. 

0,2015 g Substanz: 0,4559g CO,; 0,1586g H,O. 

0,1674 g Substanz: v = 19 cem (19,3°, 763 mm). 


Gefunden: Berechnet: C,, Ho» N.O, 
Gi cea hy: Meee 62,26 Proz. 
— OT eee fe 9,50 ,, 
is aie cond i GERD” /) 


Die Substanz mit F. 251° ist wahrscheinlich ein nicht ganz einheitliches 
Valyl-leucin-anhydrid, worauf der niedrigere Schmelzpunkt und die kleineren 
Wasserstoff- und Kohlenstoffwerte hinweisen. 


Die dritte Fraktion mit F. 243° gab nach einem nochmaligen Umkristalli- 
sieren die Substanzen mit F. 249,5° und F. 241°; die Ausbeuten von diesen 
Substanzen waren gering. 

Die Substanz mit F. 241° enthielt 13,21 Proz. N. 

0,1130 g Substanz: v = 13,3 cem (21°, 748 mm). 
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Die vierte Fraktion mit F. 260° gab nach dem Umbkristallisieren aus 
Alkohol die Substanz mit F. 268,5°. 
0,1104g Substanz: 0,2565g CO,; 0,0571 g H,O. 


0,0825 g Substanz: v = 10,4 cem (21°, 743 mm). 
Gefunden: Berechnet: Cy)H,)N.O, 
OF i et ke oe 63,15 Proz. 
ix. ac wee ee SS 5,26 
rere. =P 14,73 


Nach der Zusammensetzung ist die Substanz ein Phenyl-glycyl-glycin- 
anhydrid. 

Die fiinjte Fraktion mit F. 237° wurde durch Kristallisation in zwei 
Substanzen getrennt; die erste hatte F. 230°, die zweite F. 237°. 

Substanz mit F. 230°. 

0,0932 g Substanz: 0,2171g¢ CO,; 0,0740g H,O. 


0,1412 g¢ Substanz: v = 16,7 eem (21°, 745 mm). 
Gefunden: Berechnet: C,,H,,N,0, 
Se uae koe «Se 62,86 Proz. 
a, is es atta ta) ann fe 8.60 ., 
mm 216 Bua. ek Se 13,13 ,, 


Die Substanz ist nicht ganz einheitlich und ist wahrscheinlich ein 
Prolyl-leucin-anhydrid. Das Prolyl-leucin-anhydrid von E£. Fischer und 
Reif hat F. 217°. 

Substanz mit F. 237°. 

0,1155 g Substanz: 0,2685g CO,; 0,0943 g H,O. 

0,0873 g Substanz: v = 10,7 cem (21°, 742 mm). 


Gefunden: Berechnet: C,,H,,N,0, 
Cs sa, we es o RR eee. 62,86 Proz. 
RE ee el, 8,60 ,, 
Dr as ae a 13,13 
Diese Substanz ist der Zusammensetzung nach identisch mit Substanz 


F. 230°. 
Fraktion B (Sirup). 

Der sirupartige Anteil des Atherauszuges wurde in Alkohol gelést und 
die Lésung mit wisseriger NaOH-Lésung gefallt. Der Niederschlag gab 
nach dem Umkristallisieren F. 252°. Er erwies sich als ein Peptidanhydrid. 

0,2141 g Substanz: 0,4848 ¢ CO,; 0,1835g H,O. 


Gefunden: Berechnet: C,;HgN,O, 
Ou» «esate ee HEED 62,26 Proz. 
Ds wad Wee + 4 Le on 9,50 ,, 


Die Substanz ist wahrscheinlich ein nicht voéllig gereinigtes Valyl- 
leucyl-anhydrid. Das alkalische Filtrat wurde teilweise von Alkohol befreit 
und mit Ather extrahiert. Im Atherauszuge hiufte sich eine kristallinische 
Substanz an, welche nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Alkohol 
und Sublimation den Schmelzpunkt 287° besaB. 

0,0849 g Substanz: 0,1908g CO,; 0,0690g¢ H,O. 

0,0630 g Substanz: v = 8,2 ccm (22°, 745 mm). 


Gefunden: Berechnet: C,)9H,,N,0, 
Cc. - 60,50 Proz. 60,60 Proz. 
H. 9,03 .. 9,09 ,, 
N 14,44 ,, 4 

















tee med Bw 




















athe. 








Produkte der katalytischen Spaltung von Gansefedern. 33 


Die Substanz kénnte nach ihrer Zusammensetzung Leucyl-butalanin- 
anhydrid sein, da sie fiir Valinanhydrid, das F. 303° hat, zu niedrig schmilzt. 

Aus der ausgeiitherten alkalischen Lésung kann durch einen groBen 
Uberschu8 von Wasser ein kristallinischer Niederschlag erzeugt werden. 
Die Fallung wurde in Methylalkohol gelést und durch fraktionierte Kri- 
stallisation in drei Fraktionen getrennt: 

a) ist wenig léslich in Methylalkohol. F. 267°, 

b) ist gut léslich in Methylalkohol. F. 219°, 

c) ist leicht léslich in Methylalkohol, F. 204. 

Fraktion a, F. 267°. 

0,1123 g Substanz: 0,2610g CO,; 0,0995¢ H,O. 


Gefunden: Berechnet: C,,H,.N,O, 
ares ~~ hChCU!lUCS 63,66 Proz. 
Maes as eS ee SS 9,80 ,, 


Diese Substanz kénnte vielleicht Leucin-anhydrid sein. Das synthetische 
Leucin-anhydrid besitzt F. 271°. Fiir eine Stickstoffbestimmung reichte 
die gewonnene Ausbeute nicht aus. 

Fraktion b. F. 219. 

0,1596 g Substanz: 0,3637 g CO,; 0,1188g H,O. 

0,1550 g Substanz: v = 18,7 ccm (21°, 744 mm). 


Gefunden: Berechnet: C,,H,,N,O, 
Rite es « 6 eee. 62,86 Proz. 
ea Ss lu 8,60 ., 
eee | ae 13,13 ,, 


Die Analyse zeigt eine annahernde Ubereinstimmung mit Prolyl-leucin- 
anhydrid. Die Substanz erwies sich aber als nicht einheitlich. Man kénnte in 
derselben eine Substanz von der Zusammensetzung C,, H3,N,0, nachweisen, 
welche vielleicht aus Diaminodicarbonsaéuren gebildet ist, wie das in unserer 
ersten Mitteilung angegeben ist. Wegen zu geringer Ausbeuten lieB sich die 
Frage nicht entscheiden. 


Fraktion c. F. 204°. 
0,0968 g Substanz: 0,2168g CO,; 0,0705g H,O. 
0,0490 g Substanz: v = 6,4cem (24°, 748 mm). 


Gefunden: Berechnet: C,,H,,.N,O, Cyo Hyg N20, 


C; . 61,08 Proz. 61,22 Proz. 60,60 Proz. 
H. 8,15 ,, 8,26 ,, 9.09 ,, 
N. 14,41 ,, 14,28 ,, 14,14 ,, 


Das Peptidanhydrid kénnte vielleicht ein dehydrogenisiertes Butalany]- 
leucin-anhydrid, C,)>H,,N,O,, sein, welches aus Butalanyl-leucin-anhydrid, 
Cio Hig N.O., gebildet ist. Thm diirfte etwa folgende Struktur zugeschrieben 
werden: 


N—CO 
l 

C,H,.C CH.C,H, 
CO—NH 


Bei der Reinigung wurde noch ein Kérper von der Zusammensetzung 
C,,H.,N,O, angetroffen, welcher wahrscheinlich ein aus einer Monoamino- 
Biochemische Zeitschrift Band 147. 3 
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dicarbonséiure und einer Diaminomonocarbonséure gebildetes Anhydrid 
darstellt. Die Menge reichte zu niherer Untersuchung nicht aus. 

Das Filtrat der Wasserfallung wurde neutralisiert und bis zum Sirup 
eingeengt. Bei Behandlung des Sirups mit Wasser schied sich ein Nieder- 
schlag aus, welcher nach dem Umkristallisieren aus Alkohol eine Substanz 
mit F. 246,5° gab, welche Cie Zusammensetzung des Valyl-leucin-anhydrids 
hatte. 

0,0858 g Substanz: 0,1955g CO,; 0,0718¢ H,O. 

0,1098 g Substanz: v = 13,2 cem (21°, 736 mm). 


yefunden: Berechnet: C,,HypN,O, 
CG... oe Oe 62,26 Proz. 
es Ae asic: ably ee 9,50 ,, 
me ta! stores So eee oe > a 


Aus den zuriickgebliebenen Mutterlaugen wurden noch zwei Substanzen 
gewonnen, welche die gleichen Schmelzpunkte besitzen (257 und 256°); 
die erste war aber in Alkohol fast unléslich, die zweite dagegen leicht léslich. 

In Alkohol unlésliche Substanz. 

0,1031 g Substanz: 0,2363g CO,; 0,0569g H,O. 

0,0635 g Substanz: v = 8,2 cem (21°, 742 mm). 

Gefunden: Berechnet: Cy H,.N,O, Cy Hy NO, 

. 62,52 Proz. 62,50 Proz. 61,85 Proz. 
be! bce oe 6,25 ,, - io 
Bm fous COM 14,58 ,, 14,43, 


Die Analysen stimmen besser fiir ein dehydrogenisiertes Prolyl-anhydrid 
als auf Prolin-anhydrid. Der Substanz kénnte man demnach folgende 
Struktur zuschreiben: 

SL H-—-CH—C O—N——CH, 
< Eo >CH,. 
‘C H,—_N——C O—CH—C H, 
In Alkohol lésliche Substanz. 
0,0854 g Substanz: 0,1982g CO,; 0,0485g H,O. 
0,0839 g Substanz: v = 9,5 ccm (20°, 749 mm). 
Gefunden: Berechnet: C,,H,,N,O, Cy»H,N,O, 
. 63,28 Proz. 63,46 Proz. 63,66 Proz. 
6,35 ,, i. oa 9,80 ,, 
itn ee 13,41 ,, 12,39 ,, 


Die Substanz ist nicht einheitlich. Die Analyse stimmt am besten mit 
Methyl-prolyl-prolin-anhydrid tiberein, dem wahrscheinlich etwas wasser- 
stoffreicheres Leucin-anhydrid beigemengt ist. Die Trennung dieser Anhydride 
konnte wegen des Mangels an Material nicht unternommen werden. 

AuBer den oben beschriebenen Fraktionen aus dem Anteil B des Ather- 
auszugs wurden aus dem zuriickgebliebenen Sirup beim langeren Auf- 
bewahren desselben noch mehrere kleinere Kristallisationen abgeschieden, 
iiber deren Natur wir nur behaupten kénnen, daB sie ebenfalls anhydrid- 
artige Kérper sind. Manche von ihnen wurden analysiert, aber die Analysen 
gaben keine sicheren Anhaltspunkte fiir die Beurteilung ihrer eigentlichen 
Zusammensetzung, da die méglichst streng gereinigten Fraktionen sich doch 
als Gemenge verschiedener Anhydride herausstellten ; die geringen Ausbeuten 
erlaubten keine weiteren Behandlungen und Spaltungsversuche. Manche 


HC 
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andere Fraktionen waren trotz vieler Bemiihungen nicht blendend weiB 
zu erhalten, sie zeigten auch keine konstanten Schmelzpunkte beim Um- 
kristallisieren. Es ist unbedingt nétig, noch von gréBerer Menge des Materials 
auszugehen. 

Unter den oben angefiihrten analysierten Peptid-anhydriden sind die 
meisten in ziemlich geringen Mengen vorhanden. Nur eine Fraktion des 
Atherauszugs, nimlich mit F. 251°, wird in gréBerer Ausbeute gewonnen, 
was uns die Méglichkeit gab, sie durch Spaltungsversuche naher zu studieren. 
Nachdem sie durch zehnmaliges Umkristallisieren aus Alkohol und Eisessig 
gereinigt war, hatten wir in unserem Besitze bis 20 g einer blendend weiGen, 
sehr voluminésen Substanz, deren Zusammensetzung auf die des Valyl- 
leucin-anhydrids gut iibereinstimmte. Die Spaltung wurde auf zweifache 

Yeise ausgefiihrt, nimlich in einem Versuche mittels kalter konzentrierter 
HCl, im zweiten Versuche unter Erwirmen auf dem Wasserbade ebenfalls 
mit konzentrierter HC] (1,19). 


Hydrolyse des Anhydrids F. 251° aus dem Atherauszug. 


Versuch 1. 10g des Anhydrids wurden in 250 cem HC! gelést und die 
Lésung bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die Lésung firbt sich 
zuerst schén himbeerrot ; aber bei langerem Aufbewahren (etwa nach 12 Stun- 
den) verblaBt die rote Farbe und die Lésung wird braun. Nimmt man von 
Zeit zu Zeit eine kleine Probe der Lésung, so erhilt man im Laufe der 
ersten 4 Tage einen voluminésen Niederschlag beim Verdiinnen mit Wasser ; 
spater wird die Fallung mit Wasser immer geringer und endlich wird nur 
eine unbedeutende Triibung beobachtet. Die gesamte Lésung wird nun 
18 Stunden lang auf dem siedenden Wasserbade erwiirmt. Man erhiilt 
eine strohgelbe Fliissigkeit, welche einen eigenartigen angebrannten Geruch 
besitzt; er erinnert an die Geriiche, welche man bei der Hydrolyse der 
Cellulose wahrnimmt. Die Filiissigkeit wurde mit groBem Uberschusse 
von Wasser verdiinnt und von geringen braunen Flocken und harzartigen 
Beimengungen abfiltriert ; schlieBlich wurde sie unter vermindertem Drucke 
bei Wasserbadsiedetemperatur abgedampft. Man erhielt einen grauen 
kristallinischen Riickstand; dieser wurde nochmals in Wasser gelist. 
filtriert und abgedampft. Der trockene Riickstand wurde in einen Vakuum- 
exsikkator tiber Natronkalk gestellt, um die tiberschiissige H Cl zu entfernen. 
SchlieBlich wurde der Riickstand in 500 cem Wasser gelést und die Lésung 
mit frisch gefilltem Silberoxyd unter m&Bigem Erwirmen und Schiitteln 
verarbeitet; das Filtrat von AgCl wird mit H,S behandelt und eingeengt. 
Man bekommt eine Reihe von Kristallisationen. 

1. Eine in Wasser schwer lésliche (2 g); 

2. die nachstfolgende (3 g); 

3. leicht lésliche (2,5 g); 

4. sirupartiger Anteil, welcher sich teilweise auskristallisieren lieB. 

Samtliche Fraktionen reagieren auf Aminosiéuren positiv. 


Erste Fraktion. Nach dem Umbkristallisieren aus 50proz. Alkohol 
erhalt man eine rein weiBe Substanz mit seidenglinzendem Schimmer 
und mit F. 296°. 

7,951 mg der Substanz: v = 0,77 ccm (19°, 756 mm); N = 10,70 Proz. 

Berechnet fiir Leucin: N = 10,68 


| 
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Zweite Fraktion. Sie zeigt nach dem Umbkristallisieren F. 295°. 

4,194 mg: v = 0,413 cem (18°, 750mm); N = 10,86 Proz. 

Die daraus dargestellte und umkristallisierte Kupferverbindung wurde 
analysiert. 

0,1888 g gaben 0,0457 g CuO; Cu = 19,28 Proz. 
Berechnet fiir Leucinkupfer: Cu = 19,50 

Dritte Fraktion. Sie hatte nach der Reinigung F. 287°. 
3,665 mg: v = 0,344 ccm (19°, 759mm); N = 10,96 Proz. 

0,2059 g der Kupferverbindung gaben bei der Elektrolyse aus schwefel- 
saurer Lésung Cu = 0,041 g bzw. 19,91 Proz. Cu. Es handelt sich wiederum 
um Leucin. 

Vierte Fraktion. Sie zeigt F. 252° und wird durch Kristallisation aus 
dem sirupartigen Anteile gewonnen. 

9,018 mg: v = 0,939 cem (17°, 759mm); N = 11,63 Proz. 
7,090 mg: v = 0,762 cem (17°, 758mm); N = 11,99 
Berechnet fiir Valin: N = 11,96 


Fiinfte Fraktion (Sirup). Sie wurde in Wasser gelést und mit Cu(OH), 
gekocht. Das blaulich-griine Filtrat wird abgedampft, getrocknet und mit 
Methylalkohol behandelt. Man erhalt dabei zwei Fraktionen: 

a) eine in Methyl-, Athyl- und Benzylalkohol lésliche; 

b) eine in Methylalkohol unlésliche. 


Fraktion a der Kupferverbindung. 
0.2711 g: 0,0664g¢ CuO; Cu = 19,55 Proz. 
Berechnet auf Isoleucin: Cu = 19,50 Proz. 


Fraktion b der Kupjerverbindung. 
0,1066 g: 0,0315g CuO; Cu = 23,64 Proz. 
Nach Zerlegung mit H,S. 
4,553 mg: v = 0,408 cem (20°, 750mm); N = 10,30 Proz. 
Berechnet fiir Butalaninkupfer: Cu = 23,50 Proz. 
Berechnet fiir Butalanin: N = 10,46 Proz. 
Wir begegnen in dieser Fraktion also: Iso-leucin und Butalanin. 
Aus den Mutterlaugen der kristallinischen Kupferverbindung der 
Fraktion b kann noch ein griines Kupfersalz abgeschieden werden, welches 
in Aceton léslich ist. Die Acetonlésung wird abgedampft und der Riickstand 
in Methylalkohol aufgenommen. Da die Verbindung nicht auskristallisierte, 
wurde die alkoholische Lésung in vacuo abgedampft und bis zu konstantem 
Gewicht getrocknet. Die Substanz war sehr hygroskopisch. 
Beim Verbrennen entwickelt sie einen charakteristischen Geruch, 
welcher an frisches Gras erinnert. 
0,1497 g der Kupferverbindung; 0,0293 g CuO; Cu = 15,71 Proz. 
9,707 mg: v = 0,729 cem (20°, 753mm); N = 8,66 Proz. 
8,656 mg: v = 0,666 ccm (21°, 751mm); N = 8,81 Proz. 
Gefunden: Berechnet: C3,H,,N,;0,Cu, 
Oe 6 K.. oc ep SE ee. 15,21 Proz. 
re eo ae en lhe 8,45 ,, 


Diese Substanz tritt in sehr geringen Mengen auf; vielleicht ist sie 
ein Nebenprodukt, das sich bei der Einwirkung der HCl auf das Anhydrid 
bzw. auf daraus entstehende Aminosd&uren bildet; man kann die Substanz 
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aber auch als ein Derivat irgend einer Beimengung im Anhydrid selbst 
betrachten. 

Der Versuch lehrt, da8 trotz miihevoller Reinigung das Anhydrid mit 
F. 251° nicht ganz einheitlich war. AuBer Valyl-leucin-anhydrid enthilt 
es als eine kleine Beimengung noch Isoleucyl-butalanin-anhydrid bzw. 
ahnlich konstituierte Anhydride, welche durch Kombinationen von Leucin, 
Isoleucin, Valin und Butalanin entstehen kénnen. 

Versuch 2. 5g des Anhydrids wurden in 50cem HC! (1,19) gelést. 
Die Lésung ist himbeerrot. Nach 24stiindigem Aufbewahren bei Zimmer- 
temperatur zeigte eine Probe der Lésung noch keine Ninhydrinreaktion; 
sie gab beim Verdiinnen mit Wasser eine Fallung. Nach 48 Stunden wird 
die Ninhydrinreaktion positiv; Wasser ruft noch eine Fallung hervor. 
Nun wurden noch 50cem HC! hinzugefiigt. Nach 24 Stunden wird jetzt in 
einer Probe keine Fallung mit Wasser beobachtet. Die gesamte, jetzt 
braune Lésung wird mit viel Wasser verdiinnt, die Lésung filtriert und in 
vacuo bei 40° bis zum Sirup eingeengt. Behandelt man den Sirup wieder 
mit Wasser, so scheidet sich eine in Wasser unliésliche Substanz aus, welche 
ausgewaschen und aus Alkohol umkristallisiert wird. Sie ist ninhydrin- 
negativ und hat einen viel héheren Schmelzpunkt als das urspriingliche 
Anhydrid; nimlich 282° anstatt 251°. 

0,2244 g Substanz: 0,4675¢ CO,; 0,148lg H,O. 


Gefunden: Berechnet: C,,H,,N,O; 
eo... * o & 3 See 56,84 Proz. 
ae elute. “i's <0 See “oo 7,37 


Das wisserige Filtrat von dieser Fallung wurde in vacuo abgedampft, 
der Riickstand wieder in Wasser gelést und die vorhandene HC! mit Silber- 
oxyd entfernt usw. SchlieBlich wurde die Lésung mit Cu(OH), gekocht 
und die blaue Fliissigkeit eingeengt. Die gewonnene, gereinigte Kupfer 
verbindung wurde analysiert. 

0,1496 g: v = 16,2 cem (18,2°, 742mm); N 

9,957 mg: v = 1,15 ccm (26°, 756 mm); N 

0,1943 g: 0,0523¢ CuO; Cu = 21,46 Proz 


12,19 Proz. 
11,86 Proz. 


Gefunden: Berechnet auf Valinkupfer 
ee Pa 11,96 Proz. 
Serer Mh 21,69 ,, 


Es ist auffallend, da8 bei dieser Art partieller Spaltung des Anhydrids 
auBer Valin keine andere Aminosiure gefunden werden konnte; es fehlt 
namlich Leucin, welches bei der totalen Hydrolyse des Anhydrids (Versuch 1) 
reichlich vorhanden war. Es bleibt nichts anderes iibrig, als anzunehmen, 
da8 Leucin im anhydridartigen Kérper mit F. 282° auf irgendwelche Weise 
gebunden ist. 

In den Mutterlaugen von Valinkupfer befindet sich eine griine Kupfer 
verbindung, welche in Methylalkohol gut léslich ist. Die Substanz ist nur 
in geringer Menge vorhanden; sie ist amorph und hygroskopisch. 

16,570 mg: v = 1,494ccm (20°, 768mm); N = 10,66 Proz. 

9,072 mg: v = 0,810 cem (25°, 771 mm); N = 10,42 Proz. 

12,800 mg: 19,722 mg CO,; 7,676mg H,O; C = 42,13 Proz.; 

H = 6,67 Proz. 
11,504 mg: 17,702 mg CO,; 6,938 mg H,O; C = 41,96 Proz.; 
H 6,70 Proz. 


I 


0,1547 g: 0,0247g¢ CuO; Cu = 12,73 Proz. 
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Gefunden: Berechnet: C,,HsyN,0,Cu.H,O (C,,H39N,0,Cu.H,O 
C. . . 42,05 Proz. 42,23 Proz. 43,05 Proz. 
BR. . s SPs 6,63 _ ,, 633 « 
mn «~« Cat «@ SLO ss 10,96 ,, 
Ge. + 3 = 13,04 ,, 13.33 
Die Substanz ist das Kupfersalz einer Dicarbonséiure, C,,H3.N,0, 
(eventuell C,,H 3.N,0,); sie entsteht wahrscheinlich aus dem anhydrid- 
artigen Kérper mit F. 282°, C,,H,,.N,O,;, welcher durch Kondensation von 
zwei Peptinringen (Diketopiperazinringen) des Valy]-leucin-anhydrids ge- 
bildet wird. 
Die Struktur solcher Dipeptin-dicarbonsiuren kann man sich folgender- 
maBen vorstellen: 
NH, HOOC—C H—C,H, NH, HOOC—CH.C,H, 


| | 
OH.-C co NH OH.C co NH 
| bzw. 
C,H, .C co NH C,H, .C CO——_N H 


tH, HOOC-¢H.C,H, NH, HOOC—C(OH).C,H, 
C,, H,,.N,O, C,H 3, N,O, 
Die anhydridischen Vorstufen dieser Aminosiuren werden also sein: 
N H—CO—CH .C,H, NH—CO—CH.C,H, 


| | 

OH.C——CO—NH OH .C——CO—NH 
| 

C,H, .C-—CO—NH C,H, .C——CO—NH 


| 

| 

+H-co—dH.c,H, 4H—co—d0H) .C,H, 
C,,H,,N,O; Cys Hyp NO, 

Diese Vorstufe unterscheidet sich jedoch nach der Zusammensetzung 
von dem Anhydrid: C,,H,,N,O,; mit F. 282°. Wenn wir als richtigere 
die zweite Formel C,gH ,N,O, betrachten, so wird es uns méglich, das 
Anhydrid C,,H,,N,O,; aus dem Anhydrid C,,H 3)9N,0, abzuleiten. 

Das Anhydrid C,,H3.N,O, kann aus dem Anhydrid C,,H,..N,O; 
durch Spaltung einer Ringbindung und Oxydation entstehen. Dem An- 
hydrid C,,H.,N,O, kénnte man folgende Struktur zuschreiben: 

NH—CO—C HC, H, 


OH 4 cot 
| 
C,H, . —--C O—N 


| 
tu -co_dH C,H, 


Versuch 2 hat uns gelehrt, daB bei der Einwirkung von konzentrierter 
HCl bei Zimmertemperatur auf das Anhydrid von der Zusammensetzung 
eines Valyl-leucin-anhydrids C,,H.»)N,O, (welches nur einé unbedeutende 
Beimengung etwa eines Isoleucyl-butalanin-anhydrids enthalt) keine zu 
erwartende Spaltung bis zur Stufe eines Dipeptids (Valyl-leucins) oder 
bis zu Aminoséuren (Leucin, Valin) zustande kommt, sondern eine Kon- 
densation von zwei Peptinringen und die Bildung eines Dipeptins stattfindet. 
Bei andauernder Einwirkung von HCl verwandelt sich das Dipeptin in 
die oben erwaihnte Dipeptin-dicarbonsiure. Eine Kondensation von zwei 
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Molekiilen des Valyl-leucin-anhydrids wird aber von der Abspaltung einer 
Butylgruppe begleitet, welche wahrscheinlich zu Buttersiiure oxydiert 
wird. Nicht gereinigtes, rohes Anhydrid, C,,H,,.N,O;, mit F. 282° besitzt 
einen merklichen Geruch nach Buttersdure. 

Der Vorgang verlauft folgendermaBen: 

Cy, Hep N, Og + Cy, Hyg NO, + 5O —> Cy, Hyg N,O, + CyH,O, + 2 H,O. 

Die Tatsache, da8 bei den Bedingungen einer ,,partiellen Hydrolyse** 
anstatt Spaltung des Peptidanhydrids eine Kondensation eintritt, und da8 
die gebildeten Dipeptine (eventuell Polypeptine) sich zu sehr komplizierten 
Dipeptin- bzw. Polypeptin-carbonséiuren oxydieren, welche griine Kupjfer- 
salze bilden, mu8 man auch bei hydrolytischen Spaltungen der EiweiBstoffe 
beriicksichtigen. Auch bei ,,totaler Hydrolyse“, wie sie beim Versuch 1 
ausgefiihrt wurde, konnte man, allerdings in winzigen Mengen, das Vorhanden- 
sein von Kondensationsprodukten beobachten. Das Produkt C5.H ._N,Og, 
welches ein griines Kupfersalz liefert, ist héchstwahrscheinlich ein Derivat 
einer Tetrapeptintetracarbonsiure. 


Hydrolyse des iibriggebliebenen Sirups aus dem Atherextrakte. 


Nach der Abscheidung der oben beschriebenen Peptinkérper aus der 
Fraktion B bleibt ein nicht unbetrichtlicher Anteil in sirupésem Zustande 
iibrig. Trotz mannigfaltiger Bemiihungen konnte der Sirup nicht zur 
Kristallisation gebracht werden. Da er keine Reaktionen auf freie Amino- 
siuren anzeigt und demnach aus Anhydriden besteht, wurde er gespalten. 

Der Sirup wurde in konzentrierter HCl (1,19) gelést und 3 Stunden lang 
gekocht. Das Hydrolysat wurde abgedampft, der Riickstand in Wasser 
gelést, die Lésung mit Silberoxyd behandelt usw. Die Lésung gibt Reaktionen 
auf Aminoséuren, ist millonpositiv und reduziert eine Silbernitratlésung. 
Nun wird die Lésung eingeengt und mit Alkohol behandelt. Der in Alkohol 
unlésliche Anteil (A) zeigt keine Millonreaktion und reduziert nicht Ag N O;; 
die Ninhydrinreaktion ist positiv, mit Phosphorwolframsaure entsteht keine 
Fiallung. Der in Alkohol lésliche Anteil (B) gibt eine intensive Millonreaktion. 

Teil A. Die Fraktion wurde in Wasser gelést und ein Kupfersalz 
bereitet, welches sich als Leucinkupfer erwies (Cu = 19,61 Proz.). 

Teil B. Die Hauptmenge des Hydrolysats war in Alkohol ldéslich. 
Die alkoholische Lésung wurde abgedampft, der Riickstand bei 110° ge- 
trocknet und mit Eisessig behandelt, um Tyrosin abzutrennen. Aber alles 
ging in Eisessig iiber. Verdiinnt man die Lésung mit Wasser und dampft 
sie bis zur Trockne ein, so zeigt der Riickstand eine intensive Millonreaktion. 
Nach Behandlung mit Alkohol ist ein Teil des Riickstandes darin unléslich 
und zeigt keine Millonreaktion; ein daraus dargestelltes Kupfersalz zeigte 
Leucin an. 

Das alkoholische, millonpositive Filtrat wird abgedampft, der Riick- 
stand in Wasser gelést.und die wisserige Léisung mit Ather extrahiert. 
Im atherischen Auszuge befinden sich weiBe, in kaltem Wasser unlésliche 
Kristalle, welche in Alkohol und in heiBem Wasser léslich sind. Sie sind 
ninhydrin- und millonpositiv und sind Peptidanhydride. 

Durch Kristallisation aus heiBem Wasser wurden zwei Korper isoliert, 
mit F. 239° und mit F. 201°. Das Anhydrid mit F. 239° enthalt 13,49 Proz. N, 
was fiir Leucyl-valin-anhydrid stimmen kénnte. 

0,0707 g: v = 8,5 cem (18°, 739mm); N = 13,49 Proz. (berechnet: 
N = 13,21 Proz.). 
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Das Anhydrid mit F. 201° enthalt 13,86 Proz. N, 

0,0807 g: v = 9,9 ccm (19°, 747 mm). 

Zieht man den niedrigen Schmelzpunkt und die hohe Resistenz gegen 
siedende konzentrierte HCl in Betracht, so erscheint es wahrscheinlich, 
daB wir es hier mit einem Kondensationsprodukt des Peptins bzw. mit 
irgend einem praformierten Dipeptin zu tun haben. Die sehr geringe Menge 
der Fraktionen erlaubte eine nihere Verfolgung der Frage nicht. Die aus- 
geaitherte millonpositive Lésung wurde mit Cu(OH), gekocht und ein 
Kupfersalz gewonnen, welches sich als Alaninkupfer erwies. (Gefunden: 
26,33 Proz. Cu. Berechnet: 26,36 Proz. Cu.) 

Aus der Mutterlauge von Alaninkupfer wurde ein griines Kupfersalz 
isoliert, welches gut in Alkohol léslich ist. Zerlegt man die wisserige Lésung 
desselben mit H,S, so bekommt man eine Lésung, welche intensive Millon- 
sche Reaktion zeigt und AgNO, reduziert, aber keine Ninhydrinreaktion 
gibt; beim Kochen mit KOH entwickelt sich kein Ammoniak. 

Nach dem Abdampfen der Lésung bleibt ein Sirup zuriick, welcher 
sich nicht auskristallisieren 148t. Der Sirup wurde in konzentrierter 
HCl gelést und 12 Stunden gekocht. Nach dem Entfernen von HCl und 
Behandlung mit Eisessig ist es nicht gelungen, Tyrosin abzuscheiden, 
obwohl die Lésung intensive Millonsche Reaktion zeigte. Wahrscheinlich 
wurde diese durch die Gegenwart irgend eines Phenolderivates bedingt, 
da die tyrosinhaltigen Peptine durch wiederholtes und andauerndes Kochen 
mit konzentrierter HCl sicher gespalten wiirden. 

Bei der Hydrolyse des Sirups aus dem Atherauszuge haben wir also 
folgende Kérper gefunden: 

1. ein Peptin, welches wahrscheinlich Valyl-leucin-anhydrid ist, 

2. ein Dipeptin mit F. 201° von unbekannter Zusammensetzung, 

3. Aminosiéuren: Leucin und Alanin, was fiir die Gegenwart von 
Leucyl-alanin-anhydrid im Sirup spricht, 

4. einen phenolartigen Kérper, welcher dieselben Reaktionen wie 
Tyrosin zeigt; Tyrosin selbst ist aber nicht vorhanden. 

Es ist auffallend, daB die Anhydride nach dem Kochen des Sirups mit 
konzentrierter HCl, obwohl in kleinen Mengen, doch anwesend waren, was 
in der Weise gedeutet werden kann, daB sie von komplizierteren und sehr 
resistenten zyklischen Komplexen stammen. 


Untersuchungen des Essigiitherextraktes des Katalysats. 


Im Essigitherauszug hiufen sich betrichtliche Mengen (bis 250 g) von 
sirupésen Substanzen an. Nach dem Abdampfen des Essigithers bleibt ein 
Sirup, welcher in heiBem Methylalkohol aufgenommen wurde. Beim 
Erkalten der alkoholischen Lésung scheidet sich eine weiBe, kristallinische 
Substanz aus. Sie ist in heiBem Wasser und in Alkoho! léslich, ist ninhydrin- 
negativ und millonpositiv. Nach der Spaltung mit n/4 HCl treten die 
Aminosaurenreaktionen hervor. 
Das Anhydrid besitzt F. 272°. Es wurde mehrmals aus siedendem 
Eisessig umkristallisiert. 
0,2390 g: 0,5659g CO,; 0,1273g H,O; C = 64,97 Proz.; 
H = 5,92 Proz. 

0,1800 g: 0,4472g CO,; 0,1031g H,O; C = 64,99 Proz.; 
H = 6,09 Proz. 

0,1607 g: v = 19,2 ccm (17°, 753mm); N = 13,77 Proz. 
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Gefunden: Berechnet: C,,H,.N,O, 
Gevcne cs «ie « COQ Reece. 64,67 Proz. 
ee ¢ Ss o oe BRS 5,92 
Be et & a) ea ie I gs 13,73 


Die Substanz stimmt mit Phenylalanyl-glycin-anhydrid iiberein. Das 
synthetische Anhydrid hat F. 273°. 
. 


Spaltung des Anhydrids. 


Das Anhydrid wurde in konzentrierter HC] gelést und die Lésung 
6 Stunden lang auf dem siedenden Wasserbade erwirmt. Das Hydrolysat 
wurde in vacuo eingedampft; der kristallinische Riickstand in Wasser 
gelést und die Lésung mit Silberoxyd behandelt usw. Bei der Behandlung 
mit H,S bleibt ein Teil des Silbersulfids kolloidal gelést; er wurde mit 
kolloidaler Eisenhydroxydlésung niedergeschlagen, welche beim Erwirmen 
koaguliert und kolloidal geléstes Silbersulfid mitrei®t. Die gereinigte 
Lésung zeigt Ninhydrin- und Millonreaktionen. 

Nach dem Abdampfen bleibt ein kristallinischer Riickstand, welcher 
mit Athylalkohol behandelt wurde. In die alkoholische Lésung geht nur 
sehr wenig Substanz tiber; dieselbe ist ninhydrin- und millonpositiv und 
wird nicht mit Phosphorwolframsaéure gefallt; sie hat F. 229°. Niaher ist 
sie nicht untersucht worden. 

Die Hauptmenge des Riickstandes ist in Alkohol unléslich; sie ist 
millonpositiv, mit Phosphorwolframsaure nicht fallbar und hat F. 230°. 
Sie wurde mit Eisessig behandelt; ein Teil derselben bleibt im Eisessig 
ungelést. Diese Substanz ist nur in siedendem Wasser lislich, gibt siimtliche 
Reaktionen auf Tyrosin und hat F. 280°. Die gewonnenen Mengen des 
Tyrosins sind sehr klein. 

Der in Eisessig lésliche Anteil des Riickstandes wurde mit viel Wasser 
verdiinnt, die Lésung abgedampft, der trockene Riickstand in Wasser 
gelést und die wiisserige Léisung mit Ather extrahiert. 

In den Ather geht eine kristallinische ninhydrinnegative Substanz 
iiber, welche auch millonnegativ ist und nach dem Umbkristallisieren aus 
Wasser F. 249° zeigt. Das Anhydrid ist verschieden von dem gespaltenen 
Ausgangsanhydrid. Der kleinen Menge wegen konnte es nicht niher unter- 
sucht werden. Es blieb unentschieden, ob das Anhydrid F. 249° ein Kon- 
densationsprodukt (etwa ein Dipeptinderivat) ist oder ob es im Phenyl- 
alanyl-glycin-anhydrid in geringer Menge vorhanden war. 

Die mit Ather erschépfte Lésung gab Millonsche Reaktion. Die Lésung 
braunt sich beim Einengen. Sie wurde mit Cu(QH), gekocht und das 
gewonnene Kupfersalz durch Kristallisation gereinigt. Nach dem Zersetzen 
mit H,S gibt die Substanz eine intensive Millonsche Reaktion. Nun 
wurde sie wieder in ein Kupfersalz verwandelt. Die blaue Fliissigkeit wird 
bis zum Sirup eingeengt und dieser mit Alkohol behandelt. Dabei scheiden 
sich kristallinische Massen aus, welche abgesaugt und umkristallisiert 
wurden. Sie hatten sich als Glycinkupfer erwiesen. 

0,1229g: 0,0474g CuO; Cu = 29,78 Proz. 

(berechnet: Cu = 29,86 Proz.). 

Aus den Mutterlaugen wurde ein Kupfersalz gewonnen, welches Phenyl- 
alanin-kupfer ist. 

0,1619 g: 0,0341g CuO; Cu = 16,83 Proz. 

(berechnet: Cu = 16,28 Proz.). 
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Die Ergebnisse des Spaltungsversuches des Anhydrids aus dem Essig- 
aitherextrakt zeigen, daB dem Phenylalanin-glycin-anhydrid etwas Tyrosyl- 
glycin-anhydrid beigemengt war. 


Untersuchung des Sirups aus dem Essigitherextrakt. 


Der Sirup enthalt freie Aminosiuren. Er wurde in Alkohol gelést. 
Beim Aufbewahren der Lésung scheidet sich ein kristallinischer Niederschlag 
ab. Er wurde abgetrennt und mit siedendem Methylalkohol erschépft. 
Der in Methylalkohol unlésliche Anteil wurde zuerst mit kaltem, dann mit 
heiBem Wasser ausgezogen und der iibriggebliebene Rest in kochendem 
Wasser aufgenommen. Beim Erkalten der Lésung scheiden sich Kristalle 
ab, welche in Eisessig unléslich sind und simtliche Reaktionen auf T'yrosin 
geben. 

Die in kaltem und heiBem Wasser léslichen Anteile wurden zur Dar- 
stellung von Kupfersalz benutzt. Man erhalt ein lilablaues Salz, welches 
mit einem Molekiil Kristallwasser verbunden ist. Die Substanz ist das 
Kupfersalz des d-l-Alanins. Sie wurde in betriachtlich gréBeren Ausbeuten 
erhalten. 

I. 0,2188 g (bei 150° getrocknet): 0,0710g CuO; Cu = 25,92 Proz. 
0,1856 g (bei 150° getrocknet): 0,2111g CO,; 0,0979g H,O; 

C = 30,09 Proz; H = 5,86 Proz. 
II. 0,190 g (im Exsikkator getrocknet): 0,0574 g CuO; Cu = 24,05 Proz. 
0,1662 g (im Exsikkator getrocknet): 0,1716 g CO,; 0,0974 g H,O; 

C = 28,15 Proz.; H = 6,36 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,H,,.N,0,Cu 


es 6 ea cw 30,12 Proz. 
Be ee 5! a ER oe a ih 
Cu . . . . . . . 25,92 Tt ws 26,36 ” 


Gefunden: Berechnet: C,H,,.N,0,Cu.H,O 
eee UT 28,23 Proz. 
Bhs) :acesedec ti atte RT Oe 5,44 ,, 
Cu “rest een 24,03 ,, 


Der in Methylalkohol lésliche Anteil gab beim Abdampfen des Alkohols 
einen Sirup, aus dem kristallinische Abscheidungen abgetrennt werden 
konnten. Sie erwiesen sich als mit NH,Cl gemengtes Leucin, welches in 
Form eines Kupfersalzes isoliert wurde. Der gréBte Teil der Fraktion ist 
ein Sirup, welcher noch eine positive Ninhydrinreaktion, aber keine Millon- 
sche Reaktion aufweist. 

Der Sirup wird nun in Methylalkohol gelést und die Lésung mit dem 
dreifachen Volumen Ather wersetzt. Die sirupése Fallung wird abgetrennt, 
in Wasser gelést und mit Cu(OH), gekocht. Man erhilt eine griine Fliissig- 
keit, welche nach dem Eindampfen einen griinen, in Alkohol léslichen Sirup 
liefert. Derselbe wurde in Methylalkohol gelést und mit groBem Uberschu8 
von Ather versetzt. Dabei erfolgt eine Fallung, welche sowohl in Wasser 
als auch in Alkohol unléslich ist. Die Substanz ist stickstofffrei. Sie enthalt 
35,72 Proz. Cu. Nach dem Zerlegen mit H,S reduziert sie stark eine 
Chamialeonlésung. Die Analyse und Eigenschaften der betreffenden Sub- 
stanz stimmen fiir Fumarsdure (berechnet: 35,59 Proz. Cu). Der in Alkohol- 
ather lésliche Anteil des Sirups gibt keine kristallinischen Abscheidungen. 
Nach dem Entfernen des Lésungsmittels wurde der Sirup in Wasser gelést 
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und mit Cu(OQH), gekocht. Man erhilt eine griine Losung bzw. einen 
griinen Sirup, welcher in Alkohol léslich ist und aus dieser Lésung teilweise 
mit Ather gefallt wird. Die Fallung ist kristallinisch und blau gefarbt; 
sie erwies sich als Valinkupfer. Das Filtrat hinterlie8 nach dem Eindampfen 
einen griinen Sirup, welcher aus einem Gemenge von komplizierten Ver- 
bindungen besteht, vielleicht vom Typus der Dipeptinséuren. 

Im Essigiitherextrakte des Katalysats haben wir also freie Aminosiéuren 
gefunden, nimlich Tyrosin, Alanin, Leucin und Valin. Die Mengen der- 
selben waren, ausgenommen die des Alanins, nur sehr gering. Die Haupt- 
masse der Fraktion besteht aus einem sirupartigen Gemenge von Anhydriden 
bzw. aus deren Derivaten (Dipeptinsiuren), welche der unmittelbaren 
Untersuchung bisher unzugiinglich waren. Bei der Katalyse findet eine 
Desamidierung statt, was aus der Anwesenheit von N H,Cl und Fumarsiure 
(aus Asparaginsaéure) hervorgeht. 

Um uns iiber die Natur der Anhydride, die sich in dem von Amino- 
siuren befreiten Sirup befinden, einigermaBen zu orientieren, haben wir 
die Hydrolyse des Sirups ausgefiihrt. 


Hydrolyse des Sirups. 

Von Aminoséuren befreiter Sirup wurde in Alkohol gelést und dic 
Lésung mit Aceton gefallt. Man gewinnt zwei Fraktionen: I. Sirupartige 
Acetonfallung; Il. Alkohol-Acetonlésung. Beide wurden mit konzentrierter 
HCl 6 Stunden gekocht. Die Hydrolysate zeigen positive Ninhydrin- 
und Millonreaktionen. 

Acetonfdllung. 

Beim Einengen des Hydrolysats scheidet sich eine in Wasser fast 
unlésliche Substanz mit F. 283° ab, welche millonpositiv ist. Sie hat sich 
als Tyrosin erwiesen. 

Beim weiteren Einengen des Filtrats wurde eine Abscheidung erhalten, 
welche nach vorgenommener Reinigung durch Kristallisation aus Eisessig 
F. 256° gibt und wieder millonpositiv erscheint. Die Substanz ist in Eisessig 
léslich, wodurch sie sich von Tyrosin unterscheidet; ebenfalls hat sie einen 
viel niedrigeren Schmelzpunkt. 

0,2258 g: 0,4962 g CO,; 0.1199 g H,O;C = 59,92 Proz.; H = 5,94 Proz. 


Gefunden: Berechnet: CyH,,NO, 
G.s «hs & « s Oe 59,67 Proz. 
Ee ats es eS eS ee 6,07 ,, 


Nach ihrer Zusammensetzung scheint die Substanz dem Tyrosin 
ahniich zu sein; worauf die abweichenden Eigenschaften der Substanz 
beruhen, ist noch nicht aufgeklart, héchstwahrscheinlich spielen hier die 
geringen Verunreinigungen des Praparats eine Rolle. 

Das nach der Abscheidung dieses Kérpers zuriickbleibende Filtrat 
gibt beim Abdampfen der von HC! befreiten Lésung wieder einen un- 
kristallisierbaren Sirup (A). 


Alkohol-Acetonlésung. 
Beim Einengen des von HC! befreiten Hydrolysats scheidet sich ein 
Kérper mit F. 254° ab. 
0,2321 g: 0,4825 g CO,; 0,1790 g H,O; C = 56,70 Proz.; H = 8,57 Proz. 
0,1495 g: v = 13,6 ccm (23°, 751mm); N = 10,12 Proz. 
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Gefunden: Berechnet: C,,; H».N.O, 
CO. e414 ase ao’ Seek 56,93 Proz. 
ie ene, eg ERR gg 9,49 
De! op 215cr Ss, 10,22 __,, 

Die Substanz ist eine Diamino-dicarbonséure, welche sich durch 
Spaltung des entsprechenden Anhydrids gebildet hatte. Man kénnte sich 
die Siéure (Undeca-methylen-diamino-dicarbonséure) und das ihr ent- 
sprechende Anhydrid etwa folgendermeBen vorstellen: 


CH,—CH,—C H,—CH—C H,—C H,—C H,—C H—-CH,— H,—-CH, 


| 
COOH H,N NH, HOOC 


und 
CH,—CH,—CH,—C HC H,—C H,—C H,—C H—CH,—C H,—€ Hy, 
| 


bo N NH oc 


Aus dem Filtrate wurde eine Saure isoliert, welche ein Kupfersalz 

mit Cu = 22,87 Proz. gibt und Millonsche Reaktion zeigt; sie ist sirupartig. 

0,2355 g: 21,4 cem (23,5°, 740mm); N = 9,94 Proz. (Berechnet fiir 
Tyrosin: 7,73 Proz.) 

Naher konnte diese Substanz, welche allerdings kein Tyrosin ist, nicht 
untersucht werden. Die Hauptmasse der Fraktion stellt jedoch ein Sirup 
dar, welcher nicht faBbar ist (B). Die Sirupe A und B wurden vereinigt, 
in konzentrierter HCl gelést und wiederum 12 Stunden lang gekocht. 
Nach dem Entfernen von HCl zeigt das Hydrolysat eine Ninhydrinreaktion 
und gibt mit Cu(OH), eine blaue Fliissigkeit. Die bei der ersten Hydrolyse 
intakt gebliebenen, also sehr resistenten Anhydride sind nach der zweiten 
Hydrolyse unter der Bildung von Aminosiuren gesprengt worden. 


Untersuchung des Hydrolysats vom Essigithersirup 
nach der zweiten Hydrelyse. 

Nach der Entfernung der HCl wurde das Hydrolysat bis zur Trockne 
abgedampft und der Riickstand aus Eisessig fraktioniert. Es wurden 
folgende Kristallisationen erhalten: 

I. F. 254°; II. F. 255°; III. F. 256°; IV. F. 266; V. F. 244°; VI. F. 251°; 
VII. F. 218°. 

Jede Fraktion wurde in Kupfersalze verwandelt und dieselben 
fraktioniert. 


Kupfergehalt in den einzelnen Fraktionen. 





Erste Kristallisation Zweite Kristallisation | Dritte Kristallisation 
Proz. Proz. “e Proz. 


Tele oar 20,51 21,13") — 
ae 18,45 19,64?) 21,21") 

i cakes GA Sars 18,61 18,23?) -- 

RP ti Nae. 19,73?) 19,64?) _ 

, ae ea ar 18,64 22,88 21,82") 

VI. Pee 16,04 | 18,74 19,09") 

Vil on 20,73 | 24,06 26,82*) 

Die mit ') bezeichneten Kupfergehalte entspreehen dem Valin; die mit *) bezeichneten 
entsprechen dem [ eucin; die mit %) bezeichneten dem Alanin. 
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Einige von den tibrigen Fraktionen wurden nach dem Umkristallisieren 
naher untersucht. 

Dritte Fraktion. Erste Kristallisation mit Cu = 18,61 Proz. 

0,1251 g: 0,1981 g CO,; 0,0869 g H,O; C = 43,19 Proz.; H 7,77 Proz. 

0,1479 g: v = 12 cem (22°, 737mm); N = 8,91 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C),H..N,O0;Cu C,,.HyN,O,Cu 


CC... . 43,19 Pros. 42,73 Proz. 44,58 Proz. 
is ate ee 6,53 ,, 7,43 
, -<wila- a: See fe 8,60 ,, 8,67 
Te.« ou eee ie 18,69 ,, 19,51 


Die Substanz kann als ein verunreinigtes Leucin aufgefaBt werden, 
welchem vielleicht eine Oxydiaminodicarbonséure beigemengt ist. 


Vierte Fraktion. Beide Kristallisationen vereinigt und wieder um- 
kristallisiert. Cu = 19,40 Proz. 

0,1138 g: 0,2065 g CO,; 0,0747 g H,O; C = 49,50 Proz.; H = 7,34 Proz. 

0,1100 g: v = 9,0 cem (22°, 736mm); N = 8,97 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,;H:.N,0,;Cu (C,H N,O,Cu 


CC... .« 49,60 Proz. 49,21 Proz. 44,58 Proz. 
seers > fae 6,94 ,, Ti « 
Se ig Rs oe 8,83 ,, a 
es ie 18,87 ,, 19,51 ,, 


Die Substanz ist viel eher eine Diamino-oxy-mono-carbonsdure, 
C,,;HaN.O;3, als Leucin. 


Sechste Fraktion. Erste Kristallisation: Cu = 16,04 Proz. 
0,1280 g: 0,2064 g CO,; 0,0921 g H,O; C = 43,98 Proz.; H = 7,99 Proz. 
Gefunden: Berechnet: C,,H3,.N,0,Cu 
eter 6 hl Fl 43,63 Proz. 
SP reine: i" * _& ow 
eee 16,36 ,, 


Die Substanz entspricht einer Oxyaminoheptylsdure: C,H ,N O3. 


Siebente Fraktion. Erste Kristallisation: Cu = 20,73 Proz. 
0.2146 g: v = 9,2 ccm (18°, 756mm); N = 4,93 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,,;H,gNO;Cu 
MB. aye eee le eee 4,54 Proz. 
as ss st SY ee 20,45 ,, 


Die Substanz ist wahrscheinlich eine héhere Oxyaminodicarbonsaure. 


Zweite Kristallisation: Cu = 24,06 Proz. Sie wurde mit H,S zerlegt. 
0,2005 g: 0,3090 g CO,; 0,1379 g H,O; C = 42,03 Proz.; H = 7,64 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,,H 3:N,O, 
ak + <= 42,00 Proz. 
(See ete ig 8,00 ,, 


Berechnet fiir C,,H,,N,O,Cu,: Cu = 24,13 Proz. 

Die Substanz scheint eine Oxytetraminotetracarbonséiure zu_ sein. 
Der mangelnden Stickstoffanalyse wegen laBt sich die Frage nicht endgiiltig 
entscheiden. 
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Die Struktur der Saure und des ihr entsprechenden Anhydrids kénnte 
man sich auf folgende Weise veranschaulichen: 
NH, HOOC NH, HOOC 
| | 
HC—CH,—C H,—-C—C H,—C H,—-C—C H,—-€ H, —C (HO) 
| | 


COOH H,N COOH NH, 
NH oc NH oc 
d H—CH,—C Hy ‘H,—C Htc H,—C Hye HO) 
do HN do HN 


Bei der Spaltung der duGerst resistenten, sirupartigen Anhydride aus 
den Essigiitherextrakten wurden Leucin, Alanin und Valin gefunden und 
auBerdem noch eine Reihe von Oxyaminoséuren, welche noch nicht voll- 
stindig aufgeklirt sind, aber vermutungsweise die Konstitution von Di- 
aminooxydodekamethylencarbonséiure, Oxyaminoheptylséure, Oxyamino- 
undekamethylendicarbonséure und Oxytetraminotetracarbonsaéure haben. 


Spaltung der sirupartigen Anhydride mittels Bromwasser. 


Der in Acetonalkohol lésliche Anteil des Sirups wurde vom Lésungs- 
mittel befreit, in Wasser gelést und mit Bromwasser bei Zimmertemperatur 
behandelt. Es bildet sich ein Niederschlag (Fraktion A), welcher von der 
bromhaltigen Lésung (Fraktion B) abgetrennt, mit Wasser ausgewaschen 
und aus kochendem Wasser umkristallisiert wurde. Dabei wurden drei 
Fraktionen erhalten, welche bromfrei sind und Ninhydrin- bzw. Millon- 
reaktionen zeigen. 

Fraktion A. Jede der drei erhaltenen Fraktionen wurde in Kupfersalze 
verwandelt. Beim Kochen mit CuC O, scheiden sich manchmal in siedendem 
Wasser fast unlésliche Kupfersalze ab, welche auf dem Filter mit tiber- 
schiissigem CuC O, verbleiben; sie wurden von CuC O, auf die Weise getrennt, 
daB sie in Essigsiure aufgelist und die Lésung eingeengt wurde. Dabei 
scheiden sich die Kupfersalze als in schwacher Essigsiure unlésliche Ver- 
bindungen aus und kénnen vom Kupferacetat ausgewaschen werden. 
Diese Fraktion ist als Fraktion 0 bezeichnet. Das blaue Filtrat wird ein- 
geengt und dabei Kristallisationen 1, 2 und 3 erhalten. 


Kupfergehalt in verschiedenen Fraktionen A. 





I Kristallisationen 
Fraktion I} ° i > sao ihe 
3 re | Pes, | Pose, | Pres. Proz. Proz 
a 8 | | 
I.... | 1552 | 1754 | 15,951)! 1640%)! 16,68%) 
RR ag Lae _ _— 18,94 22,44 14,91 *) 
ae — — 19,76 *) — — 


Dem Kupfergehalte nach stimmen: ') mit Tyrosin, 2) mit Phenylalanin, *) mit Leucin iiber- 
ein. Die Fraktionen sind noch nicht naher untersucht worden. 


Fraktion B. Das Filtrat vom Bromniederschlag gab beim Abdampfen 
einen unkristallisierbaren Sirup, welcher mit 25proz. H,SO, bei sechs- 
stiindigem Kochen gespalten wurde. Nach dem Entfernen von H,SO, 
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wurde die Lésung mit CuCO, behandelt: Eine blaue Fliissigkeit gab beim 
Einengen eine Reihe von Fraktionen der Kupfersalze mit folgendem Kupfer- 
gehalt: 





Kristallisation Kupfergehalt 
Proz. 

l 20,35 
- 26,33 (Alanin) 
3 21,65 (Valin) 
4 24,67 
5 19.83 (Leucin) 
6 22.83 
7 27,40 
8 25,28 

RO 
9 a (Phenyl-alanin) 


Einige von diesen Fraktionen wurden naher untersucht. 
Fraktion 1: Cu = 20,35 Proz. 
0,1818 g: 0,2858 g CO,; 0,1040 g H,O; C = 42,87 Proz.; H = 6,35!Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,,; Hy» N,O,Cu 
Belin «». are 42,99 Proz. 
hic ebycew Tinie Se) we) ge ae 6,51 ,, 
ON eink sh, ~ 9 ce, 3 ee le 20,52 ,, 


Es lieB sich nicht entscheiden, ob die Substanz eine Diaminodicarbon- 
siure ist, oder vielleicht ein Gemisch von Valin und Leucin. 


Fraktion 2: Cu = 26,33 Proz. 
0,1856 g: 0,2064 g CO,; 0,0840 g H,O; C = 30,33 Proz.; H = 5,03 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,H,.N,O,Cu (Alanin) 


Sarr... * ° 8 30,12 Proz. 
— >? eer ee CO a 
2 eee = ee 26,36 ,, 


Die Substanz ist Alaninkupfer. 
Fraktion 4: Cu = 24,67 Proz. 
0,2457 g: 0,2975 g CO,; 0,1090 g H,O; C = 33,02 Proz.; H = 5,18 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,H,,.N,O,Cu 
Cia wt ace a 6 ree 33,46 Proz. 
he 4. NiNb sot ee ee 6 » 
eee. lle 25,10 ,, 


Die Substanz stimmt mit Diaminopimelinséure iiberein. 
Ihr kénnte folgende anhydridische Vorstufe zugrunde liegen: 


H,C—CH,—C H,_CH—CH .NH, 
| 
COOH H,N COOH 
CH,—CH,—CH,—CH—CH . NH, 


| 
co—————_HN boon 
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welche mit irgend einer Aminosiéure, z. B. Alanin, in einen bizyklischen 
Komplex verkniipft wird. 
NH—CO 
CH,—CH,—-CH,—CH-CH CH.CH, 
| | 
co HN CO—NH 


Fraktion 7: Cu = 27,40 Proz. 
0,2200 g: 0,2350 g CO,; 0,0834 g H,O; C = 29,13 Proz.; H = 4,21 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,,;H,.N,O,Cu, 


a <a 0.4 5 ore 28,69 Proz. 
Pee eee ee 
Ge « ve 6} see . —_ 


Ne s ein 001 wee | See ae 
Wir haben hier eine Tetraminotetracarbonsaure. 
Die Séure C,,H,.N,O, kann man sich folgendermaBen vorstellen: 
NH, COOH NH, 


| 
H—CH,—CH,—C—CH,—CH,—CH 


| 
doox H,N COOH 


Sie diirfte eine anhydridische Vorstufe haben: 
NH co NH, 
| ! 


bn_—cH—cH— —CH,—C H,—CH 
l 
co HN COOH, 


welche mit einer Aminoséure zum Anhydrid verkniipft sein kénnte, z. B. mit 
Alanin: 
NH co NH—CO : 


| | | 
du—cu—cH,—¢—cH,—cH,—¢H CH.CH, 
| | 
co HN CO—NH 
Fraktion 8: Cu = 25,28 Proz. 
0,2854 g: 0,2952 g CO,; 0,1172 gH, O; C’ = 28,21 Proz.; H = 4,56 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,H,).N,O;Cu 








Cc. . 28,21 Proz. 28,41 Proz. 
H. 7 COR 336 . 
Cu . 26,28 .,, 24,90 ,, 
N. 10,68 ,, (Kjeldahl) 11,06 ,, 


Die Substanz scheint mit Diaminooxyadipinsaéure tibereinzustimmen. 
Als ihre Vorstufe kénnte folgende Verbindung gelten: 


NH oc 
buco H,—C H+ (OH) 
boon NH,, 
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welche mit einer Aminoséure zum Anhydrid verkniipft werden kénnte: 
N H — oc 
CH—CH, —_cCH, _don). 
CO—N H—CH—CO—HN 
r H, 
Fraktion 9: Cu = 16,65 Proz. 
0,2330 g: 0,3428 g CO,; 0,1224 g H,O;C = 40,12 Proz.; H 5,82 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,,H,..NO,Cu 
C. 40,12 Proz. 40,62 Proz. 
H. 5,82 ,, 5,99, 
N. 3,89 ,, (Kjeldahl) 3,65 ,, 
Clk: oe a, 4) au a ee 16,40 __,, 


Diese Substanz ist wahrscheinlich eine Tetraoxyaminosaure, C,; HH», N Og. 


Die Brommethode hatte sich als gut geeignet erwiesen, um komplizierte 
Anhydride des Sirups zu sprengen. Dabei beobachtete man keine Additions- 
oder Substitutionsprodukte, und die entstandenen Aminosiuren enthielten 
kein Brom. Man konnte unmittelbar Leucin, Tyrosin und Phenylalanin 
nachweisen, welche urspriinglich wahrscheinlich in Form von Tyrosyl- 
leucinanhydrid und Phenylalanyl-leucinanhydrid vorhanden waren. Ein 
anderer Teil der sirupartigen Anhydride konnte mit Bromwasser allein jedoch 
nicht gesprengt werden. Nach der Hydrolyse kommt man aber zu besser 
definierbaren Produkten, als es ohne Bromvorbehandlung der Fall ist. Hier 
beobachtet man keine komplizierteren Verbindungen vom Typus der 
Di- bzw. Poly-peptinséuren, welche dadurch gekennzeichnet sind, daB sie 
grime Kupfersalze bilden, welche nun kaum bis zu den Aminosiéuren ge- 
spalten werden kénnen. Brom scheint einen anderen Weg der Spaltung zu 
veranlassen, und nach der Hydrolyse erhalten wir anstatt Peptinsiuren die 
oben beschriebenen Produkte, naémlich: Alanin, Valin, Leucin, ferner Di- 
aminopimelinsdure, eine Tetraminotetracarbonsdure, Diaminooxyadipinsdure 
und eine Tetraoxyaminosdure. Uber diese letzteren Produkte kann man 
vorlaufig kein endgiiltiges Urteil bilden, denn die geringen Ausbeuten 
hatten nicht gestattet, sie einer eingehenderen Untersuchung zu unter- 
werfen. 


Betrachtet man aber den Umstand, daB es unméglich erscheint, eine 
so eminente Resistenz fiir reine Diketopiperazinringe anzunehmen, wie es 
hier der Fall ist, so }48t sich die Herkunft von Alanin, Valin und Leucin 
nur auf die Weise am besten erkliéren, daB diese Aminosiuren mit anderen 
sehr resistenten Komplexen verkniipft sind. Andererseits kiénnte die Her- 
kunft von oben erwaihnten Diaminoséuren aus ihren entsprechenden An- 
hydriden nur von sehr festen Ringbindungen abgeleitet werden; solche 
Bindungen haben wir in Piperidinringen. Die oben angegebenen Vorstellungen 
iiber die Struktur der Saéuren und ihrer Stammanhydride, obwohl sie nur 
hypothetisch sind, stehen im besten Einklange mit der auBerordentlichen 
Resistenz der sirupartigen Anhydride, welche das Vorhandensein echter 
und reiner Peptinringe so gut wie ausschlieBt. 
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Untersuchung des Chloroformextraktes des Katalysats. 


Nach dem vélligen Erschépfen des Katalysats mit Ather und Essigither 
wurde dasselbe andauernd in einem Extraktionsapparate mit Chloroform 
ausgezogen: Der Chloroformextrakt hinterlaBt nach dem Abdampfen weiBe 
Kristallmassen und Sirup, welche keine Ninhydrinreaktion geben. Die 
Kristalle (Fraktion 1) wurden abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. Das 
Filtrat wurde in Chloroform aufgenommen, dabei scheidet sich noch eine 
Fraktion (2) ab. Die Chloroformlésung wird nun mit Wasser ausgeschiittelt ; 
der in Wasser lésliche Anteil bildet Fraktion 3, und der iibrigbleibende, 
nicht mit Wasser ausschiittelbare Teil des chloroformléslichen Sirups gibt 
Fraktion 4. Simtliche Fraktionen bestehen aus Anhydriden, welche bei 
einer Nachspaltung die Aminosiuren liefern. 

Fraktion 1. 

Die Kristalle sind in Wasser schwer léslich. Sie wurden zuerst aus 
siedendem Wasser und nachher aus siedendem Eisessig umkristallisiert. 
Das Anhydrid hat F. 272°. Die Spaltung mit HCl gibt Glycin und Phenyl- 
alanin. 

0,1981 g: 0,4713 g CO,; 0,1126 g H,O; C = 65,29 Proz.; H = 6,31 Proz. 

0,1651 g: v = 19,8 ccm (19,6°, 747mm); N = 13,49 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,,;H,.N,O, 
Sines eon oo SR Bee. 64,67 Proz. 
Rite ine ee ee Rs 6,92 ,, 
N ee | lke 13,73 ,, 


Die Substanz ist sicher Phenyl-alanyl-glycin-anhydrid. Synthetisches 
Phenyl-alanyl-glycin-anhydrid hat F. 272° [Z. Fischer und Blank')}, wihrend 
Glycyl-phenyl-alanin-anhydrid nach E£. Fischer und _ Schéller*) einen 
niedrigeren F. hat, nimlich 265,5°. 

Fraktion 2. 

Die daraus gewonnene Substanz ist ein Anhydrid und hat F. 269°. 

0,1674 g: 0,3958 g CO,; 0,0898 g H,O; C = 64,48 Proz.; H = 5,96. 

Die Substanz ist ebenfalls Phenyl-alanyl-glycin-anhydrid. 

Fraktion 3. Wasserldslicher Teil des Sirups. 

Nach dem Abdampfen des Wassers wurde der Sirup in Alkohol auf- 
genommen, dabei scheidet sich ein kristallinischer Riickstand aus, der einen 
deutlichen Geruch nach Buttersdure besitzt. Beim Umbkristallisieren aus 
Alkohol bekommt man die Fraktionen 1: F. 240° und 2: F. 225°. 

Anhydrid mit F. 240°. 

0,0988 g: v = 14,6 cem (22°, 754mm); N = 16,61 Proz. 
Berechnet fiir Butalanin-anhydrid: N = 16,47 Proz. 

Anhydrid mit F. 225. 

0,0857 g: v = 10,9cem (14°, 752mm); N = 14,81 Proz. 
Berechnet fiir Leucyl-alanin-anhydrid: N = 15,22 Proz. 

Dampft man das alkoholische Filtrat bis zum Sirup ein und behandelt 
denselben mit Essigiither, so scheidet sich ein Anhydrid aus, welches einen 
starken Geruch nach Buttersiure aufweist. Nach dem Umbkristallisieren 
verschwindet derselbe; das Anhydrid hat F. 240°. 

0,0707 g: v = 10,5 cem (20°, 742mm); N = 16,58 Proz. 
( Butalanin-anhydrid. ) 


1) Ann. Chem. v. Phys. 354, 1, 1907. — *) Ebendaselbst 357, 1, 1907. 
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Hydrolyse des zuriickbleibenden Sirups. 


Die iibriggebliebenen Anhydride, welche sich im sirupésen Zustande 


befinden, werden mit 25proz. H,SO, bei 12stiindigem Kochen gespalten. 
Nach dem Entfernen von H,SO, und beim Einengen der Lésung wurden 
folgende Fraktionen erhalten: 
1. F. 250°; 2. F. 245°; 3. F. 246°; 4. F. 215°; 5. Sirup. 

Fraktion,1: F. 250°. 

0,2194 g: 0,4024 g CO,; 0,1800 g H,O; C = 50,02 Proz.; H = 9,11 Proz. 

Berechnet fiir C;H,,NO, (Valin): C = 51,02 Proz; H = 9,40 Proz. 

Die Substanz ist etwas verunreinigtes Valin. 

Fraktion 2: F. 245°. 

Sie wurde in Kupfersalze iibergefiihrt. welche in folgende Kristalli- 
sationen getrennt wurden: 


Fraktion 0 enthalt ein Kupfersalz mit Cu = 19,65 Proz. (Leucin), 
- I = - - » Cu = 25,58 ,, (Alanin), 
- 2 es 2 fe » Cu = 23,62 ,, (Serin) 


(in Alkohol léslich). 
Fraktion 0: 
0,1170g: 0,1922 g CO,; 0,0832 g H,O; C = 44,79 Proz.; H = 7,90 Proz. 


Gefunden: Berechnet fiir Leucin: 
ovis ec cb a ee 44,58 Proz. 
eee 7,43 
rere = aa ee (fs 


Fraktion 3: F. 246°. 
In Kupfersalze iibergefiihrt; in folgende Kristallisationen getrennt: 
Fraktion 0 mit Cu = 20,55 Proz. 
mn I » Ga 19,57 ,, (Leucin), 
A 7.’ ioe 20,60 ,, (Valin), 
na 3 , Cu = 32,20 ,, 


Fraktion 0: Cu = 20,55 Proz. 
0,1675 g: 0,2643g¢ CO,; 0,1053g H,O; 0,0434g¢ CuO. 
0,1235 g: v = 10,0 cem (17°, 748mm); N = 9,25 Proz. 





Gefunden: Berechnet: C,,H,.N,O,Cu 
OW. css ss 3s Gero 42,71 Proz. 
ee eR eS we ee 7.88 ‘vs 
elect Va ce Se ee 9,06 
eos . «4 os 2 oe. 20,39 


Die Substanz ist das Kupfersalz einer Diaminononamethylendicarbon- 
séure: 





HOOC—CH.NH,—(CH,),—CH.N H,—COOH, 
oder sie hat vielleicht folgende Struktur: 


CHs—c H-CH,—C HN H,—C00 

‘ Cu, 
CHs_oH cH.NH,—COO 

CH, 


ist also zusammengesetzt aus Leucin und Valin. 


4* 
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Fraktion 4; F. 215°. 

Wird in Kupferverbindungen tibergefiihrt ; dabei wurden zwei Fraktionen 
erhalten: 

Fraktion 1 mit Cu = 16,25 Proz. (Phenyl-alanin), 
* 2 . Cu = 25,74 ,, (Alanin). 

Fraktion 5: Sirup. 

Der Sirup wurde in Wasser gelést und die Lésung mit Cu(OH), auf- 
gekocht. Die blaue Fliissigkeit wurde eingeengt und mit Alkohol versetzt. 
Aus der entstandenen FaJlung konnte man ein Kupfersalz bereiten, welches 
11,23 Proz. Kristallisationswasser enthielt und einen auffallenden Umschlag 
der Farbe beim Trocknen zeigte. Wasserhaltiges Salz ist blau; das 
getrocknete ist rétlich-lila; beim Aufbewahren an der Luft wird es wieder blau. 

0,1954 g: 0,0529g¢ CuO; Cu = 21,54 Proz. 

Wasserverlust: gefunden 11,23 Proz.; berechnet auf Cy)>H.).N,O,Cu 
.2H,O: 10,84 Proz. 

Der Cu-Gehalt stimmt auf Valinkupfer; die Substanz ist aber kein 
Valinkupfer, da sie alkoholléslich ist, mit 2 H,O kristallisiert und einen 
eigenartigen Umschlag der Farbe zeigt, was fiir Valinkupfer bisher nicht 
beobachtet wurde. Eine eingehendere Untersuchung der Substanz konnte 
wegen des Verlustes des Priparates nicht ausgefiihrt werden. 

Aus dem Filtrate von dieser Substanz wurden noch Butalaninkupfer 
(Cu = 23,36 Proz., berechnet: Cu = 23,50 Proz.) und Leucinkupfer (Cu 
= 19,87 Proz.) isoliert. 

Bei der Spaltung des Anhydridsirups wurden also folgende Amino- 
situren nachgewiesen: Valin, Leucin, Alanin, Serin, Phenylalanin, Butalanin 
und vielleicht eine Diaminodicarbonsdure. Wir haben eine reiche Kom- 
binationsméglichkeit fiir die Rekonstruierung verschiedener Anhydride im 
urspriinglichen Sirup. Von fertigen Anhydriden hatten wir in den kri- 
stallinischen Fraktionen des Chloroformauszuges: Phenylalanyl-glycin- 
anhydrid, Butalanin-anhydrid, Leucyl-alanin-anhydrid gefunden; vermuten 
kann man noch die Gegenwart von Leucyl-serin-anhydrid, Leucyl-valin- 
anhydrid und komplizierten Dipeptinen, welche vielleicht Diaminoséuren 
enthalten oder erzeugen. 

Fraktion 4. In Wasser unldslicher Anteil des Sirups. 

Nach dem Abdampfen des Chloroforms wurde der Sirup in Alkohol 
gelést, dabei scheiden sich die Kristalle aus, welche in kaltem Alkohol 
unléslich sind. Sie wurden abgesaugt und mit Alkohol und Ather nach- 
gewaschen. In Wasser sind sie unléslich, geben keine Ninhydrinreaktion 
und besitzen F. 255°. Nach dem Umkristallisieren aus siedendem Alkohol 
werden sie in zwei Fraktionen getrennt; die erste mit F. 267°, sie ist sehr 
schwer léslich in Alkohol; und die zweite mit F. 254°, welche in Alkohol 
ziemlich léslich ist. Das alkoholische Filtrat von der oben erwaihnten Ab- 
scheidung hinterlaBt nach dem Abdampfen einen Sirup. 


Anhydrid mit F. 267°. 
0,1123 g: 0,2610 g CO,; 0,0995 g H,O; C = 63,38 Proz.; H = 9,91 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,,.H,..N,.O, 
| Swe eee ee 63,71 Proz. 
H hse were O78 « 


Die Substanz ist Leucinanhydrid. 
Anhydrid mit F. 254°. 
0,0689 g: v = 7,35 ccm (19°, 748mm); N = 12,07 Proz. 
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Untersuchung des Sirups. 


Der zuriickgebliebene Sirup wurde in Ather gelést und die atherische 
Lésung mit Wasser ausgeschiittelt. In Wasser geht ein Teil des Sirups tiber. 
Die wisserige Lésung hinterlaBt nach dem Abdampfen eine weiBe 
kristallinische Masse, welche mit Ninhydrin positiv reagiert. Nach dem 
Kochen mit CuCO, erhalt man eine blaue Fliissigkeit. Beim Erkalten 
scheiden sich blaBblaue Kristalle ab, welche 18,95 Proz. Cu enthalten 
(Fraktion 1). 

Beim Einengen des Filtrats gewinnt man noch 


Fraktion 2 mit Cu = 20,19 Proz. (Leucin), 
- 3 » Cu= 31,58 ,, (Valin). 
Fraktion 1. 
0,1600 g: 0.2676 g CO,; 0,0938 g H,O. 
0,1022 g: v = 7,8 cem (19°, 754mm); N = 8,71 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,,H,,N,O,Cu 
Crs - cs we + Oe 46,27 Proz. 
eee « 6*h bee WS 7,16 
— PA Mee ae ae 8,35 
4 aie se Gee 18,80 ,, 
Die Saure C,;H ,N,O, kénnte man sich folgendermaBen angeordnet 
denken: 
: CH,—C H,—C H,—C H—C H,—C H,—€ H,—C H—C H,—C HH, -C H,, 
bo OH NH, x H, HOO 


Sie ist wahrscheinlich aus dem Anhydrid folgender Art entstanden: 
CH,—C H,-C H,—C H—C H,—C H,—C H,—C H—€ H,—C H,—€ H, 
co NH NH- CoO 


Die mit Wasser ausgeschiittelte atherische Lésung des Sirups wurde 
nach dem Abdampfen des Athers mit Benzol behandelt. In Benzol list 
sich eine Substanz mit F. 190°, welche nicht naher untersucht wurde. 
Der in Benzol unlésliche Anteil des Sirups gibt eine Kristallisation eines 
Anhydrids, das nach der Reinigung F. 252° aufwies. 

0,1422 g: 0,3201g CO,; 0,1107g H,O. 
0,1413 g: v = 14,9 cem (20°, 756mm); N = 11,99 Proz. 











Gefunden: Berechnet: Cy,HyN,O; 
eres 62,10 Proz. 
Tee ee | hae nee .. 

n-6 & we * ae See on 12,06__,, 


Dieses komplizierte Anhydrid kénnte man sich etwa als aus zwei 
Diaminodicarbonsaéuren entstanden vorstellen, aus: 


HOOC—CH.NH,—(CH,),—CH.NH,—COOH; C,,HyN,O, 
und 


HOOC—CHNH,—(CH,),-CHOH—CH.NH,—COOH; C,,HyN,O; 
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Die Konstitution des Anhydrids ware eine folgende: 
C H—C H,—C H,— CH, -C H,-—C H, —C H, -C H,—_-C H,—C H 


CO NH CO NH 


| | 
NH CO NH CO 


C H—CH,—CH,—CH,— CH,—-CH,—-CH,C HO H—CH,,—_C H 
Derartige héhere Diaminosauren wurden unter den Spaltungsprodukten 
des Caseins und der Proteide gefunden. Skraup') berichtet iiber Diamino- 
trioxydodekansaéure, Dioxydiaminosuberinsiure, Oxyaminosuberinsaure, 
Wohlgemuth*) hat Oxydiaminosebacinsiure konstatiert. 
Aus dem zurtickgebliebenen Sirup wurden noch zwei Anhydride erhalten. 
Das Rohprodukt wies einen deutlichen Butterséuregeruch auf. Nach der 
Reinigung hatten sie F. 268° und F. 223°. 
Anhydrid mit F. 268°. 
0,1037 g: v = 10,9 cem (20°, 750mm); N = 11,87 Proz. 
Berechnet fiir Leucinanhydrid: N = 12,29 Proz. 
Anhydrid mit F. 223°. 
0,0674 g: 0,1372g CO,; 0,0391 g H,O. 
0,0722 g: v = 8,9cem (19°, 751mm); N = 14,01 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,H,.N,O; CysH,,N2O; 
C. .. . 55,50 Proz. 55,10 Proz. 54,82 Proz 
H. 6,49 ,, 6,62 _,, aan 
N. 461 ;, 14,28 ,, 14,23 


Die Substanz entspricht besser der Formel C,H,,N,O; und kénnte 
vielleicht ein dehydrogenisiertes Oxyprolyl-butalanin-anhydrid sein: 
CH-CH.OH 
CH CH—CO—NH 
N co_¢H C,H, 
Hydrolyse des Restsirups. 

Der von den oben beschriebenen Kristallisationen abgetrennte Restsirup 
war aminosdurefrei und gab keine weiteren kristallinischen Abscheidungen. 
Der Sirup wurde durch 12stiindiges Kochen mit 25proz. H, SO, gespalten. 
Nach Entfernen von H,SO, und beim Einengen des Hydrolysats erhialt 
man zwei Hauptkristallisationen (Fraktionen | und 2) und Sirup (Fraktion 3). 
Simtliche Fraktionen wurden in Kupfersalze tibergefiihrt und als solche 
fraktioniert. 

Fraktion 1. 

Aus derselben gewinnt man drei Fraktionen: 

Fraktion 0: unléslich in Wasser; umkristallisiert aus Essigséure; 


Gehalt an Cu = 20,46 Proz. 
0,1245 g: 0,1960g CO,; 0,0794g H,O. 


Gefunden: Berechnet: C,;Hg)N,0,Cu 
O..< + so eee eee 42,99 Proz. 
ee’ & wre 42%. 0: 9 ee ce ae 
Bible 3c) 3° se ee a ee EP 
is coe, arte, Gn oe 20,52 


1) H. S. 42, 540. — *) Ber. 837, 4362. 











meget 
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Die Substanz ist mit Phosphorwolframsaure fallbar und entspricht der 
Diamino-dicarbonséure: C,, H..N,O,: 
CH,—C H,—C H,—C H—C H,—C H—C H,—C H,—C H, 
oon H,N NH, HOO 
dieselbe ist wahrscheinlich aus dem Anhydrid folgender Art entstanden: 
CH,—C H,—C H—C H,—C H—C H,—C H, 
é H,—CO—NH NH—CO-CH, 


Das Anhydrid besteht also aus zwei Ketopiperidinringen und unter- 
scheidet sich demnach von den typischen Dipeptinen, welche aus zwei 
gekoppelten Diketopiperazinringen gebildet sind. Derartige Kérper wurden 
zwischen Produkten der katalytischen Spaltung des RoGhaares angetroffen '). 
Wir méchten vorschlagen, derartige Bildungen als Di-piprine zu bezeichnen 
und Ketopiperidinring verkiirzt als Piprinring zu benennen. Das Anhydrid 
C,,H,,N,O, wiirde ein Methylen-dipiprin sein. 

Fraktion 1. Cu = 20,07 Proz. (Leucin). 

- 2. Blaues Salz, welches in Alkohol léslich ist. 
Cu = 22,89 Proz. Ber. f. Serinkupfer: Cu = 23,24 Proz. 

Fraktion 2. 

Man erhalt folgende Kristallisationen von Kupfersalzen: 


Cu = 18,93 Proz. 

Cu = 19,39 ,, (Leucin) 

Cu = 18,44 ,, 

Cu = 20,89 ,, 

Cu = 25,42 ,, (Alanin) 

6. Cu = 22,51 .,  alkoholléslich (Prolin) 


St go ho 


Von diesen wurde Fraktion 4 naher untersucht: 
0,2048 g: 0,3009g CO,; 0,1161g H,O. 
0,1717 g: v = 13,1 cem (16°, 737 mm); N = 8,62 Proz. 


Gefunden: Berechnet: Cy 9 Hy) N,O,Cu 
es «6 + ats pee 40,67 Proz. 
RA ti <b kw oe ke, el at, we 
_ ae ee el ae O40" 
ica... -ea & bat Se ae ae & 


Die Substanz stimmt auf Diaminosebacinsiure C,,H,.N.O,, eventuell 
Cc H,—C H,—C H,—C H—C H—C H,—C H,—C H, 
COOH +H, tu, HOOe 
Sie kénnte aus folgendem Anhydrid entstehen: 
CH,—C H,—C H—C H—C H,—C H, 
d H,—CO——NH x H—C O-—CH, 


Das Anhydrid C,,>H,,N,O, ist wiederum als ein Dipiprin aufzufassen. 


1) W.S. Ssadikow, diese Zeitschr. 148, 504, 1923. 
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Fraktion 3: Sirup. 
Aus demselben wurden folgende Fraktionen dargestellt: 
Fraktion 0. Cu = 19,32 Proz. 


9 1. Cu = 16,28 ,,  (Phenylalanin) 
= 2. Cu = 18,63 ,, 

ian 3. Cu = 19,96 ,, (Leucin) 

o 4. Cu = 33,98 .,,  (Glutaminsiéure) 


o 5. Cu = 19,22 ,, (Leucin) 
Fraktion 0. 
0,1363 g: 0,2320g CO,; 0,0840g H,O. 
0,1300 g: v = 9,3 ccm (12°, 759mm); N = 8,48 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,;H,,N,O,Cu 
Cc. . 46,41 Proz. 46,70 Proz. 
H. 6,89 ,, 6,88 ,, 
Saree 8,48 ,, 8,38 ,, 
MS aie ew se eS 18,86 ,, 


Die Séure C,,;H.,N,O, ist mit Phosphorwolframséure fallbar und 
scheint wieder eine Diaminodicarbonséure zu sein, welche sich aus einer 
anhydridartigen Vorstufe gebildet hatte. Die Struktur der Saure ist anzu- 

' nehmen: 
CH,—C H,—C H,—C H,—C H,—C H,—C H,—-C H,—C H,—C H,—€ H, 
COOH H,N NH, HOOC 

Sie kann in ein Anhydrid rekonstruiert werden: 

C H,—C H,—C H—C H,—C H,—C H,—C H—C H,—C H, 
CH,—C O—-N H NH—CO H, 


Wir kénnen eine solche Verbindung als Trimethylen-dipiprin auffassen. 

Der héchst resistente Sirup enthalt andersartige Anhydride als die kri- 

stallinischen Fraktionen des Chloroformextraktes; wahrend in letzterem 

der Peptin-typus herrscht, scheint im sirupésen Anteil der Piprin-typus 
. obzuwalten. 





Untersuchung des amylalkoholischen Extraktes des Katalysats. 

i Nach dem Erschiépfen des Katalysats mit Ather, Essigiither und 
’ 
; 








Chloroform wurde dasselbe mit Amylalkohol ausgeschiittelt, wobei eine 

reichliche Menge der Substanzen der wisserigen Lésung entnommen wird. 

Der amylalkoholische Auszug wurde durch Ausschiitteln mit Wasser in zwei 

Hauptfraktionen getrennt; eine in Wasser lésliche A und eine in Wasser 

unlésliche B. Nach dem Entfernen des Lésungsmittels bleiben Sirupe iibrig. 
Fraktion A zeigt Reaktionen auf freie Aminoséuren. 


Fraktion A. 


Der Sirup wurde in Athylalkohol aufgenommen, dabei scheidet sich 
ein reichlicher Niederschlag aus, er wird mit Alkohol gewaschen und in 
Wasser gelist, eventuell mit Tierkohle teilweise entfarbt. Die Lésung ist 
ninhydrin- und millonpositiv, mit Phosphorwolframsaéure fallbar; beim 
Kochen mit Cu(OH), entsteht eine nur schwach blau gefarbte Fliissigkeit- 











* 
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Untersuchung des Niederschlages. 


Der vorgetrocknete Niederschlag wird mit siedendem Alkohol erschépft. 
Die alkoholischen Ausziige hinterlassen eine feste Substanz, welche ninhydrin - 
negativ ist, also wahrscheinlich einen anhydridartigen Kérper enthilt. 
Sie ist in Wasser léslich, mit Phosphorwolframsaure fallbar und gibt intensive 
Millonsche Reaktion, woraus zu schlieBen ist, daB das betreffende Anhydrid 
in seiner Struktur einen Tyrosinkomplex aufweist. Diese Fraktion ist 
sehr gering. 

Der in siedendem Alkohol unlésliche Anteil. 

Derselbe wurde aus Wasser kristallisiert; dabei wurden folgende 
Fraktionen gewonnen: 

1. F. 256°, 2. F. 251°, 3. F. 242°, 4. Sirup. 

Fraktionen 1 und 2 sind vereinigt und wiederum umkristallisiert. 
Man erhalt: 

1. faserig-kristallinische Masse, welche nur in siedendem Wasser 
léslich ist, unléslich in Alkohol und in Eisessig. Sie ist stark 
millonpositiv und hat F. 269°; 

2. kristallinische Substanz mit F. 268,5°; 

3. ebenfalls mit F. 262°; 

4. o » F. 264°; 

5. a » F. 254°. 

Fraktionen 1, 2, 3, 4 wurden vereinigt und wieder umkristallisiert 
(aus siedendem Wasser). Man erhalt Fraktionen: a) F. 279°, b) F. 263°, 
c) F. 269°, d) F. 275°, e) F. 264°. 

Fraktionen a) und d) sind vereinigt und umkristallisiert. Man gewinnt 
Fraktionen «) F. 279°, 8) F. 280°, y) F. 282°. 

In allen diesen Fraktionen («, 8 und y) ist die Millonsche Reaktion 
stark ausgepragt. 

Fraktion «): 

Sie wurde aus siedender 80proz. Essigsiure umkristallisiert; dabei 
bleibt ein kleiner Anteil der Substanz unldéslich; sie zeigt F. 284°, ist 
ninhydrin- und millonpositiv. 

0,1462 g: v = 10,2 cem (19°, 758mm); N = 8,00 Proz. 

Berechnet fiir Tyrosin: N = 7,74 Proz. 

Beim Erkalten der Lésung scheidet sich ein Niederschlag ab, welcher 
in Eisessig unléslich ist. Die Substanz hat F. 286,5°, sie ist stark millon- 
positiv. 

0,0813 g: v = 6,0 cem (19°, 747mm); N = 8,34 Proz. 

Es ist also sicher Tyrosin nachgewiesen. 

Das essigsaure Filtrat wird zur Trockne abgedampft; es hinterbleibt 
eine weiGe kristallinische Masse, welche stark millonpositiv ist. Nachdem 
die Essigsiure durch nachfolgende Atherextraktion véllig entfernt war, 
wurde die wisserige Lésung mit Cu(OH), gekocht; man erhalt eine blaue 
Fliissigkeit, welche beim Einengen braune, amorphe, in Alkohol unldsliche 
Massen abscheidet. Nach Entfernen derselben tritt beim Abdampfen des 
Filtrats wieder die gleiche Zersetzung ein. 

Das Filtrat wurde trotzdem bis zur Trockne abgedampft und der 
Riickstand mit Methylalkohol behandelt. Die alkoholische Lésung hinter- 
l48t ein griines Kupfersalz, welches stickstofffrei ist und 30,64.Proz. Cu 
enthalt. Berechnet fiir propionsaures Kupfer: Cu = 30,73 Proz. 
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Fraktion @ enthalt auBer Tyrosin noch einen anderen Millonkérper, 
welcher in Essigséure léslich ist und sich unter Abspaltung von Propionsaure 
zersetzt. Es ist nicht gelungen, ihn naher zu fassen; vielleicht haben wir 
es hier mit einer dem Tyrosin (p-Oxyphenyl-«-aminopropionsaure) isomeren 
p-Oxy-amino-phenyl-propionséure zu tun. 

Fraktion 8. F. 280°. 

Die Millonsche Reaktion ist sehr intensiv. Beim Kochen der Lésung 
mit CuCO, erhalt man eine blaue Fliissigkeit, welche beim Einengen 
amorphe braune Massen abscheidet. Nach wiederholter Abtrennung der- 
selben wurde die Lésung bis zur Trockne abgedampft. Der trockne Riickstand 
wurde in Methylalkohol aufgenommen, dabei lést sich ein Teil in Methyl- 
alkohol. 

Der in Alkohol unlésliche Anteil enthalt: Cu = 16,14 Proz. 


Der in Alkohol lésliche Anteil enthalt: Cu = 16,42 .,, 
Berechnet fiir Tyrosinkupfer: Cu = 15,01 ,, 
Berechnet fiir Phenyl-alaninkupfer: Cu = 15,62 _,, 


Beim Verbrennen dieser Kupferverbindungen tritt ein deutlicher 
Phenolgeruch auf; die Substanzen sublimieren nicht, wie es fiir die meisten 
Aminoséuren gewéhnlich der Fall ist. 

Die Substanzen kann man nicht mit dem Tyrosin identifizieren. 

Fraktion y. F. 282°. 

Stark millonpositiv. Beim Behandeln mit CuCO, treten die gleichen 
Erscheinungen wie bei den Fraktionen « und g auf. Ein Teil des Riickstandes 
geht in Methylalkohol iiber; daraus gewinnt man ein blaues amorphes 
Kupfersalz mit Kupfergehalt 15,52 Proz. Beim Verbrennen desselben 
entwickelt sich ein Phenolgeruch. Die Substanz ist ebenfalls kein Tyrosin, 
obwohl sie mit Millons Reagens eine fiir Tyrosin charakteristische Reaktion 
zeigt. 

Vereinigte Fraktionen b, c und e. 

Nach dem Umkristallisieren aus Wasser gewinnt man eine Substanz 
mit F. 261°. Sie ist millonnegativ.. Die Substanz wurde in das Kupfersalz 
iibergefiihrt, wobei zwei Fraktionen getrennt wurden, namlich: 

Fraktion 0, ein schwach blaues Salz, welches in Wasser ganz unldéslich, 
in Ammoniak léslich ist und daraus durch Auskochen von NH, 
fillbar. Es enthalt Cu = 22,45 Proz. 

Fraktion 1 ist in Wasser sehr leicht léslich und wird nach dem Einengen 
der stark blauen Lésung mit Alkohol gefallt. 

Die Substanz hat Cu = 23,56 Proz. 

Berechnet fiir Butalaninkupfer: Cu =, 23,50 Proz. 

Fraktion 3 mit F. 242°. 

Millonnegativ, ninhydrinpositiv. Die Fraktion wurde mit siedendem 
Methylalkohol bearbeitet. Beim Erkalten des Filtrats scheidet sich ein 
weiGer kristallinischer Kérper aus, welcher in Wasser léslich ist, ninhydrin- 
negativ, jedoch ein blauliches Kupfersalz liefert mit Cu = 6,18 Proz. 
Nach dem Abfiltrieren dieser Abscheidung wird die alkoholische Lésung 
abgedampft, der Riickstand in Wasser gelést und mit CuCO, gekocht. 
Man gewingt folgende Fraktionen der Kupferverbindungen: 

1. mit Cu = 17,56 Proz., 
& » Caw 18,7 . 
3. Sirup, welcher alkoholléslich ist. 
Diese Fraktionen wurden bisher nicht naher untersucht. 
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Der in Methylalkohol unlésliche Anteil. 
Nach dem Auflésen in Wasser wurde in die Kupfersalze tibergefiihrt. 
Es wurden folgende Fraktionen erhalten: 
Fraktion 0: Cu = 24,33 Proz. 
‘in l: Cu = 23,45 ,, 
= 3: Cu = 16,50 ,, 
“a 3: Cu = 10,88 ,,  (amorph) 
Fraktion 1. 
Beim Verbrennen entwickelt sie einen Nadelbholzgeruch. 
0,2147 g: 0,2513g CO,; 0,1014g H,O. 
0,3050 g: v = 28,9 cem (16°, 736mm); N = 10,69 Proz. 


Gefunden : Berechnet: C,;H,.N,O,Cu 
acccke «ee wi, ae 31,46 Proz. 
ee eee © be 4,50 ,, 
ae hk 60 ee 10,49, 

i eh ee! tl oe 23,59 ,, 


Die Substanz ist mit Phosphorwolframsaure fallbar und entspricht 

wohl einer Diaminooxydicarbonsaure, vielleicht Diaminooxypimelinsaure: 

HOOC—CH.NH,—CH,—CHOH—CH,—CH.N H,—COOH. ‘ 
Fraktion 2 ist kein Tyrosin; sie ist millonnegativ. Beim Verbrennen 
beobachtet man keinen Phenolgeruch. Fraktion 3 ist leicht in Methyl- 
alkohol léslich und stellt ein Gemenge von amorphen Verbindungen dar. 





Untersuchung des Hauptsirups. 

Die von dem oben untersuchten Niederschlag abfiltrierte alkoholische 
Lésung hinterliBt nach dem Abdampfen einen Sirup; derselbe wurde in 
Wasser gelést. Beim Einengen der Lésung wurden zwei Kristallisationen 
erhalten und ein Sirup. 

Kristallisation 1: 

Intensiv millonpositiv. Gibt ein Kupfersalz mit Cu = 15,53 Proz. 
Vielleicht ein verunreinigtes Tyrosin. 


Kristallisation 2: 

Millonnegativ. Man gewinnt keine blauen Kupfersalze. Einfachere 
Aminoséiuren sind also nicht vorhanden. Bei Behandlung mit CuCO, 
konnte man ein griines kristallinisches Kupfersalz darstellen, welches 
18,32 Proz. Cu enthalt. 


Wir konnten also nur folgende freie Aminoséuren in recht kleinen 
Ausbeuten aus der wasserléslichen Fraktion A des Amylalkoholauszuges 
nachweisen: 

1. Tyrosin und unbestimmte Millonkérper. 
2. Butalanin. 

AuBerdem waren keine weitere typische Aminosiuren vorhanden, 
sondern eine Reihe von Substanzen, welche griinliche Kupfersalze liefern 
und sich durch niedrigen Kupfergehalt auszeichnen. Diese nicht aufgeklarten 
und schwer zu reinigenden Substanzen gehéren wahrscheinlich zu den Di- 
bzw. Polypeptinsiuren, analog denen, welche bei der Spaltung des Valy!l- 
leucinanhydrids aus dem Atherauszuge von uns beobachtet wurden. Es 
wurde noch eine Substanz mit den Eigenschaften und der annihernden 
Zusammensetzung der Diaminooxypimelinsiure gefunden. 
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Der von allen diesen ninhydrinpositiven K6rpern befreite Sirup war 
ninhydrinnegativ und bestand also aus anhydridartigen Verbindungen, 
welche die iiberwiegende Menge der ganzen Fraktion A ausmachen. 


Spaltung des Sirups. 

Der Sirup wurde mit 25proz. H,SO, 18 Stunden gekocht. Nach dem 
Entfernen von H,SO, war das Hydrolysat ninhydrin- und millonpositiv 
und mit Phosphorwolframséure fallbar. Es waren also Tyrosin, Amino- 
siuren und Diaminosdéuren gebildet. 

Beim Einengen des Hydrolysats scheidet sich bald eine schwer lésliche 
Kristallisation aus. Sie ist in Alkohol unléslich, millonnegativ und mit 
Phosphorwolframsaure nicht fallbar (Fraktion A). Das eingeengte Filtrat 
wurde mit Alkohol versetzt; dabei scheidet sich Fraktion B aus. Die alko- 
holische Lésung wird abgedampft und in Wasser aufgenommen; man 
erhélt einen in Wasser unléslichen Niederschlag, welcher in Alkohol gut 
léslich ist; er zeigt keine Ninhydrin- und Millonsche Reaktionen und 
besteht aus Anhydriden (Fraktion C). Das Filtrat von diesen Anhydriden 
hinterla8t einen Sirup (Fraktion D). 

Fraktion A. 

Sie wurde in Kupfersalze iibergefiihrt. Man gewinnt folgende Kri- 

stallisationen: 


- 


Fraktion 0: Cu = 21,97 Proz. (Valin) 
1: Cu = 19,89 ,, (Leucin) 
ao 2: Cu = 19,36 ,, (Leucin) 
- 3: Cu = 19,31 ,, (Leucin) 
ee 4: Cu = 20,82 ,, 
“ 5: Cu = 22,93 _ ,, 
= 6: Cu = 30,14 ,, (Glycin) 
se 7: Cu = 22,07 ,,  léslich in Alkohol 
(Prolin: Cu = 21,80 Proz.). : 
Fraktion 0: 


0,1788 g: 0,2738g CO,; 0,1105¢g H,O. 
0,1352 g: v = 10,l cem (21°, 756mm); N = 8,46 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,)H,,N,0,Cu 
Disa a ao: 5-0 eee. 41,52 Proz. 
0,5. ea) SA ee 6,23 ,, 
Peete ws 8,46 ,, 9,56 ,, 
cee so ae 21,80 ,, 


Die Substanz gibt keine gute Ubereinstimmung mit Valinkupfer; 
sie ist bedeutend weniger léslich in Wasser als Valinkupfer; sie diirfte also 


noch ziemlich verunreinigt sein. 


Fraktion 4: 
0,1191 g: 0,1905g CO,; 0,0737g H,O. 

Gefunden: Berechnet: C,, HygN,O,Cu 
lan tec. bie 6 ee 43,07 Proz. 
SEP Ss ae 6,51 ,, 
eres ee 20,52 _,, 


Diese Fraktion ist wahrscheinlich ein Gemisch von Leucin- und Valin- 
kupfer. 
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Fraktion B. 


Bei Behandlung der Lésung mit CuCO, bildet sich ein in heiBem 
Wasser unlésliches Kupfersalz, welches mit CuCO, auf dem Filter bleibt. 
Der Filterriiekstand wurde mit Essigsiure bearbeitet, wobei er aber nur 
teilweise in Lésung geht. Der unlésliche Anteil wird in Ammoniak gelést. 
Beim Auskochen der ammoniakalischen Lésung scheidet sich ein in Wasser 
unlésliches violettes Kupfersalz ab, welches einen Kupfergehalt von 
19,88 Proz. besitzt. 

Aus dem Anteile, welcher in Essigséure léslich war, konnte man ein 
blaB-blaues, in Wasser fast unlésliches Kupfersalz gewinnen mit 
Cu = 21,89 Proz. Es handelt sich wahrscheinlich um Leucin und Valin- 
kupfer, obgleich sie auffallend schwer léslich sind (vielleicht sind das Nor- 
leucin und Nor-valin). 

0,1994 g: 0,3060g CO,; 0,1227g H,O. 


Gefunden: Berechnet: Cy)>H,,N,O,Cu 
iar 6 hl 41,52 Proz. 
a se a Oe oe G28 « 
Gees c wwe a 21,80 __,, 


Das Filtrat ist nur schwach blau gefarbt und enthal/t nur geringe 
Mengen Substanz. Man konnte daraus noch folgende sehr kleine Fraktionen 
darstellen: 

1. mit Cu = 19,19 Proz. (Leucin) 

3. . Cav BS ., welche in Alkoho!] léslich ist; 

3. . Cu = 35,83 ,, griines Salz, welches stickstofffrei ist. 
Berechnet fiir bernsteinsaures Kupfer: Cu = 35,20 Proz. 


Alle diese Produkte sind ziemlich unrein und ihrer kleinen Mengen 
wegen konnten sie nicht gehérig nachgereinigt werden. Die Bernsteinséure 
stammt sicher von der Asparaginsdure, welche als solche nicht angetroffen 
wurde, wohl aber als Fumarsdure in einer vorausgegangenen Fraktion 
ermittelt wurde. 


Fraktion C. (Anhydride.) 


Nach dem Umbkristallisieren der oben erwahnten Fallung aus Alkohol 
wurden zwei Anhydride isoliert mit F. 276° und mit F. 268°. 

Anhydrid mit F. 276°. 

0,1466 g: v = 18,0 ccm (20°, 754mm); N = 13,93 Proz. 
Berechnet auf Phenylalanyl-glycin-anhydrid: N = 13,73 Proz. 

Anhydrid mit F. 268°. 

0,0747 g: v = 9,0 ccm (20°, 742mm); N = 13,45 Proz. 
Berechnet fiir Valyl-leucin-anhydrid: N = 13,21 Proz. 

Diese Substanzen waren in ganz geringen Mengen vorhanden. Es 
ist doch héchst auffallend, daB die Anhydride als solche ein 18stiindiges 
Kochen mit 25proz. H,SO, tiberstanden hatten. Die Stickstoffanalyse 
allein gibt keinen sicheren AufschluB iiber die Art der Anhydride; die Gegen- 
wart von Valyl-leucin-anhydrid bzw. Phenylalanyl-glycin-anhydrid ist nur 
als wahrscheinlich vorausgesetzt worden; aber das Vorhandensein von 
Leucin, Valin und Glycin in der Fraktion A bestitigt eine solche Ver- 
mutung besonders in Beziehung des Valyl-leucin-anhydrids, durch dessen 
Spaltung Leucin und Valin entstehen kénnen. Im urspriinglichen Sirup 
kann aber Valyl-leucin-anhydrid als solches keineswegs vorhanden sein, 
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weil derartige Peptine, wie wir wissen, bei den erschépfenden Extraktionen, 
welche das Katalysat erlitten hatte, sich nicht im amylalkoholischen Rest- 
sirup anhaufen diirften; und ware das doch der Fall gewesen, so miiBten sie 
sehr bald durch kochende Schwefelsiure gespalten werden. Um die Tatsache 
der Resistenz der Anhydride gegen kochende Schwefelséure zu erkliren, 
bleibt nichts iibrig, als anzunehmen, da8 diese Substanzen von sehr 
resistenten Komplexen (Vorstufen) nur allmahlich abgespalten werden. 
Im urspriinglichen Sirup haben wir es vielleicht mit Di- bzw. Polypeptinen 
zu tun, wo einzelne Peptine zu Ketten zusammengekniipft sind und folgende 
Gestaltung aufweisen: 


C,H, C,H, C,H, 
NH—co—¢_— b co_nu N H—CO—C— 
-t co-NH bn -co_d é_co-kn 
C,H, d, H, d, H, 


An den Enden solcher Peptinketten sind wahrscheinlich die am 
leichtesten abspaltbaren Tyrosyl-butalanyl-anhydride eventuell Tyrosyl- 
leucin-anhydride angelagert, welche die Gegenwart von Tyrosin, Butalanin 
und Leucin in Fraktion A vom Hydrolysat des Sirups erklairen: Diese 
Vermutungen hoffen wir durch die Darstellung von synthetischen Poly- 
peptinen und durch deren Verhalten gegen Schwefelsiiure zu priifen. 


Fraktion D.  Sirup. 


Der Restsirup, welcher eine ziemlich betrachtliche Menge des Hydro- 
lysats darstellt, wurde in Wasser gelést und mit Phosphorwolframsaure 
in zwei Fraktionen geteilt: Nach der Zerlegung der Phosphorwolframate 
mit Ba(OH), bekommt man sowohl aus dem Phosphorwolfram- Nieder- 
schlage, wie auch aus dem Filtrate desselben nur Sirupe, welche keine freie 
Aminoséuren enthalten und nicht zur Kristallisation zu bringen waren. 

Auch die Behandlung mit Bromwasser fiihrte zu keinen kristallinischen 
Kupfersalzen. Man erhalt griine Kupfersirupe, welche sich nicht trocknen 
lassen und iiber 100° sich in schmierige braune Massen zersetzen. 

Aus dem Filtrate vom Phosphorwolfram-Niederschlage konnten wir 
eine griine, alkoholische Kupferverbindung darstellen, welche stickstofffrei 
war und 26,39 Proz. Cu enthielt, und eine andere mit Cu = 21,70 Proz., 
welche ebenfalls keinen Stickstoff besaB. 

Der griine Kupfersirup scheint aus einem Gemische von Polyanhydriden, 
Polypeptinsauren und stickstofffreien héheren Dicarbonsiuren zu bestehen, 
welche als Desaminierungsprodukte von héheren Aminoséuren zu betrachten 
sind. 

Hydrolyse des griinen Kupfersirups. 

Der Sirup wurde mit H,8 entkupfert und mit 25 proz. H, SO, 8 Stunden 
gekocht. Nach dem Entfernen von H,SO, wird die Lésung mit CuCO, 
behandelt. 

Man bekommt eine blaue Fliissigkeit, welche beim Einengen ein blaues 
Kupfersalz mit Cu = 21,99 Proz. (Valin) abscheidet. 

Aus der Mutterlauge von Valinkupfer wurde durch Alkohol ein griines, 
stickstofffreies Kupfersalz niedergeschlagen, welches einen Cu-Gehalt von 
46,72 Proz. hatte. 
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Berechnet fiir glutarsaures Kupfer: Cu = 46,87 Proz. 
CH,—C H,—C H,; C,H,0,Cu 


| 
Coo coo 
Cu 
Aus dem alkoholischen Filtrat wurde noch ein stickstofffreies griines 
Kupfersalz gewonnen, welches 43,44 Proz. Cu enthialt. 
0,9876 g: 0,8438g¢ CO,; 0,3571g H,O. 
Gefunden: Berechnet: C,;H,0,Cu.Cu(OH), 


Oy awe . be Sa 23,68 Proz. 
RN a te ong ng ak ag 3,29 
ek ota ter. eb aS Ge he 41,44 


Die Substanz ist wahrscheinlich ein Kupfersalz der Pimelinsiure und 
stammt von der oben aufgefundenen Diaminooxypimelinsdure her. 


CH, CH, CH,—CH, .Cu(OH), 


2 


coo coo 


Cu 


Aus dem Filtrate wurde noch ein Kupfersalz dargestellt, welches 
schwefelhaltig und stickstoffhaltig war und beim Verbrennen einen starken 
Buttersduregeruch entwickelte ; es hat Cu-Gehalt: 21,48 Proz. 

Berechnet fiir thio-amino-buttersaures Kupfer: Cu = 21,07 Proz. 

Im auBerst resistenten Restsirup wurden nach der zweiten Hydrolyse 
nun wieder Aminosiuren gefunden, nimlich Valin und Thioaminobutter- 
siure, welche im urspriinglichen Sirup anhydridartig gebunden waren, 
in Form etwa eines Valyl-thiobutalanin-anhydrids. AuBerdem sind stickstoff- 
freie Dicarbonséuren nachgewiesen, Glutarsiure und Pimelinsaéure. Erstere 
ist wohl aus Glutaminsiure, die zweite aus Diaminopimelinséure entstanden, 
welche wahrscheinlich wiederum anhydridartig im urspriinglichen Sirup 
verkniipft waren. 


Untersuchung des in Wasser unldéslichen Anteils des amylalkoholischen 
Auszuges. 


Der Amylalkohol wurde abdestilliert. Der tibrigbleibende, sehr be- 
triichtliche Sirup war in Wasser véllig unléslich. Auch bei jahrelangem 
Aufbewahren zeigte sich keine Kristallisation. Aminoséuren waren nicht 
nachweisbar, auch nicht nach der Spaltung des Sirups mit konzentrierter 
HCl. Die Peptidanhydride (Peptine) fehlen also in dieser Fraktion. 

Die Fraktion enthalt viel Schwefel und Stickstoff, welche anscheinend 
in fester, durch Kochen mit konzentrierten Sauren nicht lésbarer Bindung 
vorhanden sind. Es hatte viel Miihe erfordert, um etwas Naheres tiber die 
Natur der Substanzen, aus welchen der betreffende Sirup bestehen konnte, 
zu erfahren: Wir fiihren hier einige Versuche an. 


Versuch 1. Der Sirup wurde mit HCl-Gas gesittigt und mit kon- 
zentrierter HCl iibergossen, wobei Lésung eintrat; die Lésung wurde 
18 Stunden gekocht. Nach dem Entfernen von HCl bekommt man einen 
in Wasser léslichen Sirup, welcher ninhydrinnegativ ist und mit CuCO, 
keine blaue Fliissigkeit gibt. NaOH scheidet aus wiasseriger Lésung einen 

















64 W. 8S. Ssadikow u. N. D. Zelinsky: 


geringen, schmierigen Niederschlag ab. Das alkoholische Filtrat wurde 
benzoyliert, aber man konnte keine isolierbaren Benzoylierungsprodukte 
gewinnen. Eine freie Aminogruppe war also im gespaltenen Sirup nicht 
nachweisbar. 


Versuch 2. Der Sirup wurde mit 25 proz. H, SO, versetzt und 10 Stunden 
gekocht. Vom Sirup geht nur ein sehr geringer Teil in Lésung, der gréBte 
Teil bleibt als ein schwimmendes 61 unangegriffen zuriick. Das Ol enthalt 
viel Schwefel- und Stickstoffverbindungen. Das Ol] ist auch in vacuo nicht 
destillierbar, sondern verkohlt. Es scheidet auch beim langeren Aufbewahren 
und bei Anwendung von verschiedenartigen MaGnahmen keine Kristalle ab. 
Es ist in Alkohol und NaOH gut léslich. PtCl, und HgCl, geben keine 
Niederschlage, ebenfalls nicht Pikrinsdéure. 

Die von diesem Ol abgetrennte Lésung wurde von H,SO, befreit 
und mit CuCO, behandelt. Beim Einengen des griinlichen Filtrats ent- 
wickelt sich ein intensiver Essigsduregeruch. Das auf dem Filter gebliebene 
CuCO, hat einen Geruch nach Buttersdure. 

Die Flissigkeit wurde bis zum Sirup eingedampft und in Alkohol 
aufgenommen; man erhalt eine blaulich griine alkoholische Lésung. Nach 
dem Eindampfen derselben bleibt eine griine, spréde Masse zuriick, welche 
einen Valeriansduregeruch aufweist. Beim Erhitzen der Masse mit Kalium 
entwickeln sich Essigsdure und Schwefelwasserstoff. Die Masse enthalt 
keinen Stickstoff. Sie besitzt den Kupfergehalt: 29,33 Proz. 

Es ist ohne Zweifel Thioessigsiure (CH,—COSH) vorhanden. 

Berechnet fiir das Kupfersalz der Thioessigsiure: Cu = 29,57 Proz. 

Bei der Einwirkung von H,SO, auf den Sirup werden also in recht 
kleinen Mengen Essigséure, Buttersaéure, Valerianséure und Thioessigsaéure 
abgespalten. Im Sirup finden sich keine Cystin liefernde Atomgruppierungen 
des Schwefels, welcher in fester, anscheinend zyklischer Bindung auftritt. 
Es ist nicht ausgeschlossen, daB wir es hier mit einer Art von Thiopeptin 
bzw. Thiopiprinringen zu tun haben. 


CH,—C S—NH CH,—C HS=N 
bzw. 
NH cs_tn, N cus_¢H, 
oder 
CH,—C H,—C H, CH,—C H,—C H, 
bzw. 
CH,—C S—-NH CH,CHS—N 


In letzter Zeit wurden noch einige Versuche unter Anwendung des 
Bromverfahrens angestellt, welches die AufschlieBung des Sirups erméglichte 
und zu einer Reihe von faBbaren Produkten gefiihrt hat. Die Untersuchung 
ist noch nicht abgeschlossen. 


Untersuchung der letzten wisserigen Fraktion des Katalysats. 


Nach Erschépfen des Katalysats mit Ather, Essigither, Chloroform 
und Amylalkohol wurde die wisserige Lésung in vacuo bis zum Sirup 
eingeengt. Dabei schieden sich keine Kristallisationen ab. Der Sirup 
wurde in Wasser gelést und mit Bleioxyd bis zum Auftreten einer schwach 
alkalischen Reaktion versetzt. 

Der Bleiniederschlag wurde mit H,S zerlegt (Fraktion A), das Filtrat 
eingeengt und ebenfalls mit H,S behandelt (Fraktion B). 
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Fraktion A. 


Die Lésung wurde eingeengt und mit Alkohol verdiinnt. Dabei bildete 
sich eine Fallung, welche abfiltriert, in Wasser gelist und mit CuCO, 
behandelt wurde. Man erhalt folgende Fraktionen der Kupfersalze von 
Aminosauren: 


1. mit Cu = 20,12 Proz. (Leucin) 

3. , Cu = 31,38 .,, (Valin) 

3. , Cu = 21,56 ,, (Valin) 

4. , Cu= 348 ,, 

5. ,, Cu = 29,03 ,,  amorph, griin, in Alkohol léslich und 
N -frei. 


Fraktion B. 


Die Lésung ist ninhydrinpositiv und mit Phosphorwolframsaure fallbar. 
Nach dem Einengen bis zum Sirup wurde derselbe mit Athylalkohol be- 
handelt und eine Fiallung erhalten, welche aus wisserigem Alkohol und 
dann aus Wasser umkristallisiert wurde. Die Substanz zeigt F. 284°. Mit 
Cu(OH), wurde ein Kupfersalz mit Cu = 23,70 Proz. erhalten. Berechnet 
fiir Butalaninkupfer: Cu = 23,56 Proz. Das alkoholische Filtrat von 
diesem Kérper wurde bis zur Trockne abgedampft und der Riickstand mit 
Methylalkohol ausgezogen. Der alkoholische Auszug wurde in Kupfersalze 
iibergefitihrt. Man gewinnt zwei Kristallisationen: 

1. mit Cu = 19,56 Proz. (Leucin), 
2. ,, Cu = 16,97 ,,  (Phenylalanin). 

Der in Methylalkohol unlésliche Riickstand ist in Eisessig unldéslich 
und zeigt starke Millonsche Reaktion; er verhilt sich also wie Tyrosin. 

Die oben erwahnte athylalkoholische Lésung, welche von der Substanz 
mit F. 284° (Butalanin) abgetrennt war, wurde bis zum Sirup abgedampft 
und mit Methylalkohol versetzt. Man bekommt einen Niederschlag I 
und ein methylalkoholisches Filtrat I. 


Untersuchung des Niederschlages I. 


Er wurde getrocknet und im Soxhlet mit Athylalkohol extrahiert. 
Der Auszug wurde bis zur Trockne abgedampft und der Riickstand mit 
heiBem Methylalkohol ausgezogen. Der in Methylalkohol unlésliche Anteil 
wurde in Wasser geliést und in Kupfersalze iibergefiihrt. Man erhilt eine 
Kristallisation mit Cu = 29,90 Proz. 

Berechnet fiir Glycinkupfer: Cu = 29,86 Proz. 

Die methylalkoholische Lésung wurde abgedampft und in Kupfersalze 
iibergefiihrt. Man gewinnt folgende Fraktionen: 

1. mit Cu = 20,66 Proz. 

» Cu 90,17 ,, 

» Cu= 21,16 ,, (Valin) 

» Cu= 20,18 ,, 

»» Cu = 31,323 ,, (Valin) 

» Cu = 29,82 ,, (Glycin) 

- os Cu = 26,25 ,, (Alanin) 
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Fraktion 1. 
0,2159 g: 0,3356g CO,; 0,1301 g H,O. 
0,1906 g: v = 15,3 cem (20°, 758mm); N = 9,16 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,, H»N,O,Cu 
ree Ul 42,71 Proz. 
ee es oe eee) ll 7.09. « 

Rie eas SoM 9,10 ,, 
et 4a a eee ee a 20,39 


Die Substanz ist wahrscheinlich ein gemischtes Kupfersalz des Leucins 
und Valins. 

Fraktionen 2 und 4. 

Sie wurden vereinigt und nochmals umkristallisiert. Man erhalt ein 


Kupfersalz mit Cu = 21,52 Proz. 
0,1385 g: 0,1824g CO,; 0,0787g H,O; 0,0373g CuO. 
Gefunden: Berechnet: CyH,,N,0,;Cu 
OC. co «0 « «6 6 Cen Roce. 36,43 Proz. 
Bee «6 2 «4 0? Se G13 
se |UD | i 


Die Substanz stimmt mit der Zusammensetzung eines Mischkupfersalzes 

des Valins und Oxybutalanins: 
Cis CH—CH .NH,—COO, 
a Cu. 
CH,—C H(OH)—CH.NH,—COO 
iiberein. 
Untersuchung des Sirups. 

Die wisserige Lésung des Sirups wurde mit CuCO, gekocht. Das 
blaulich-griine Filtrat gab beim Einengen die Kristallisation eines Kupfer- 
salzes mit Cu = 19,52 Proz. (Leucin). 

Aus den Mutterlaugen von Leucinkupfer scheidet sich nach dem 
Zusatze von Methylalkohol eine N-freie Substanz aus, welche den Kupfer- 
gehalt: 20,18 Proz. hat. Berechnet auf das Kupfersalz der Saure HOOC 
. (CH,g)2.-COOH: Cu = 19,75 Proz. 

Das griine alkoholische Filtrat von oben erwahnter Abscheidung gab 
nach dem Abdampfen eine schmierige Masse. Sie wurde in Wasser gelést 
und mit H,S zerlegt; die Lésung war aminosdurefrei (ninhydrinnegativ) 
und hinterlieB eine sirupartige Masse beim Abdampfen. 


Hydrolyse des Sirups. 

Der Sirup wurde mit 25proz. H,SO, 10 Stunden gekocht. Nach Ent- 
fernen der H, SO, erwies sich das Hydrolysat ninhydrinnegativ. Es wurde 
mit CuCO, verarbeitet, wobei eine griine Lésung entstand. Diese Lésung 
wird eingengt und mit Alkohol versetzt. Es entsteht eine Fallung, welche 
abfiltriert und mit Wasser behandelt wurde; ein Teil der Fallung ist in 
Wasser unldslich; sie ist N-frei und enthalt Cu = 41,48 Proz. (Berechnet 
fiir oxalsaures Kupfer: Cu = 41,72 Proz.) Der in Wasser ldésliche Teil 
liefert ein griines N-freies Kupfersalz mit Cu = 29,91 Proz. (Berechnet 
auf propionsaures Kupfer: Cu = 30,14 Proz.) 

Das Filtrat vom Alkoholniederschlage wurde abgedampft, der Riick- 
stand wieder in Alkohol gelést und die Lésung mit iiberschiissigem Essig- 
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ather versetzt. Es scheidet sich ein griines N -freies Salz mit Cu = 25,56 Proz. 
ab. (Berechnet auf aselainsaures Kupfer: Cu 25,30 Proz.) HOOC 


—(CH,),—COOH-Aselainsiure wurde itbrigens vom Lissitcin') als 
Oxydationsprodukt des Keratins angetroffen. 

Beim Abdampfen der essigither-alkoholischen Lésung scheiden sich 
blaB-blaue, schén gebildete Kristalle ab, welche anscheinend alkoholhaltig 
sind; beim Trocknen verwandeln sie sich in eine lackartige Masse. Diese 
wurde in Wasser gelist und die wasserige Lésung abgedampft ; der Riickstand 
ist harzartig, in Alkohol léslich, N-frei, mit Kupfergehalt 17,51 Proz. 

Im Filtrate vom Essigitherniederschlage befindet sich in bedeutender 
Menge der griine Kupfersirup, welcher anscheinend aus Di- bzw. Poly- 
peptinsduren besteht, die als Umbildungs-, Oxydations- oder Zersetzungs- 
produkte der Di- bzw. Polypeptine und vielleicht der Di- und Polypiprine 
betrachtet werden kénnen. Nebenbei sind auch N-freie Saéuren vorhanden. 
Wir konnten z. B. eine mit Cu = 24,53 Proz. isolieren. 

0,2125g: 0,1627¢ CO,; 0,0940g H,O. 


Untersuchung des methylalkoholischen Filtrats 11. 

Die Lésung wurde abgedampft und der Riickstand mit Athylalkohol 
ausgekocht. Der in Alkohol unlésliche Anteil wurde in Wasser gelést und 
die Lésung eingeengt, dabei gewinnt man zwei Kristallisationen, welche 
einzeln in Kupfersalze iibergefiihrt werden. 

Erste Kristallisation gab fclgende Fraktionen der Kupfersalze: 


1. mit Cu = 19,63 Proz. (Leucin) 

2 , Cu= 20,0 .,, 

3. ,, Cu= 19,30 ,, (Leucin) 

4. ,. Cu = 21,63 ,, (Valin) 

5. ,, Cu = 16,63 ,,  (Phenyl-alanin) 
6. ,, Cu = 16,17. ,, (Phenyl-alanin) 


Zweite Kristallisation gab zwei Fraktionen der Kupfersalze: 
1. mit Cu = 24,52 Proz. 
2. ,, Cu = 26,39 .,, (Alanin) 
Fraktion 1. 
0,4064 g: 0,3754g¢ CO,; 0,1897 g H,O. 
0.3816 g: v = 37,7 cem (22°, 741 mm); N = 10,90 Proz. 


Gefunden: Berechnet: C,H,,.N,O,Cu 
ac a + + & 6 cot Oe ee 33,46 Proz. 
eee, ¢ ee 4,78 ,, 

Witte owe is «ee awe & 
Cu 24,52 ,, 24,92 ,, 


Die Substanz stimmt mit der Zusammensetzung des Kupfersalzes von 
Diamino-pimelinsaure : 

HOOC—CH.NH,—CH,— CH,—CH,—CH.N H,—-COOH. 

In den oben untersuchten Fraktionen A und B sind also folgende freie 
Aminoséuren vorhanden: Leucin, Valin, Butalanin, Phenylalanin, Tyrosin, 
Alanin, Glycin, vielleicht auch Oxybutalanin und schlieBlich Diamino- 
pimelinsiure. AuBer diesen Substanzen nach Abscheidung von oben 
erwahnter Kristallisation 2 des methylalkoholischen Filtrats bleibt eine 


') Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 226, 1909. 
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gréBere Menge Sirup zuriick, welcher noch ninhydrinpositiv, also amino- 
siurenhaltig ist. 


Gefunden: Berechnet: C,H 40 ,Cu, 
| ee ee 20,87 Proz. 20,97 Proz. 
es Bee oes 4,95 ,, 4,85 ,, 
Gis SrA cK are a 24,53 ,, 24,46 


Das Kupfersalz enthalt 8 Molekiile Wasser und kann also geschrieben 
werden als: C,H,O,Cu,.8 H,O; die Substanz ist eine Tetracarbonsiure 
C, Hy, O;: 

COOH 
bu—o H,—COOH 
H—C H,—COOH 


doox 
welche von Pimelinséure —HOOC—CH,—CH,—CH,—CH,—C H,—COOH 
abstammen kénnte. 


Die zahlreichen Aminoséuren, welche in der waaserigen Fraktion 
angetroffen wurden, sind im Laufe der katalytischen Spaltung aus 
Peptinvorstufen entstanden, denn samtliche frei gefundene Amino- 
siuren wurden als Bestandteile von in friheren Fraktionen isolierten 
Peptidanhydriden gekennzeichnet. Die Peptidstufe der Katalyse des 
Keratins hat wieder ihre kompliziertere Vorstufe, welche vielleicht 
aus Peptinketten oder Peptinzyklen gebaut ist. AuBer den Peptin- 
anhydriden konnten wir mit groBer Wahrscheinlichkeit auch Piprin- 
anhydride vermuten, welche aus Ketopiperidinringen bestehen und 
schwer angreifbar sind; sie fihren zu héheren Amino- und Diamino- 
sauren. 

Bei Anwendung des katalytischen Verfahrens wurde eine Fiille 
von Substanzen nachgewiesen, aber man diirfte die meisten von ihnen 
nicht als Bausteine betrachten. Die eigentlichen Bausteine des Eiweib- 
molekiils, welche zu ihrer Struktur in unmittelbarster Beziehung 
stehen, sind nach unserer Ansicht die Peptin-, Piprin-, Prolinringe 
oder andere noch nicht aufgeklirte zyklische Komplexe, welche nicht 
nur bis zu den Aminosiuren gespalten werden, sondern auch andere 
mannigfaltige Umwandlungen erleiden kénnen. 

Die weiteren Forschungen auf diesem Gebiete sind im Gange. 


Nachtrag. 

Kurz nach dem Erscheinen unserer vorlaufigen Mitteilung: ,,Uber 
Produkte der katalytischen Spaltung von EiweiBstoffen“ [der Redaktion 
zugegangen am 18. Dezember 1922]"), welche in der Sitzung der 
Russischen Chemischen Gesellschaft am 2. Februar 1922 vorgetragen 


1) Diese Zeitschr. 186, 241, 1923. 
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worden war, hat E. Abderhalden eine Abhandlung: ,,Uber die Struktur 
der Proteine“ [der Redaktion zugegangen am 23. Marz 1923]') ver- 
éffentlicht, wo er iber den Nachweis von Peptidanhydriden im Seiden- 
fibroin, Casein und Gliadin berichtet; es wurden folgende Anhydride 
von ihm angetroffen: Glycyl-d-alanin-anhydrid, 1-Leucyl-d-valin- 
anhydrid, 1-Phenylalanyl-d-alaninanhydrid, _1-Prolyl-glycinanhydrid. 
Alle diese Substanzen wurden in recht geringen Ausbeuten und unter 
Anwendung von 70proz. H,SO, gewonnen. Aus diesen Befunden 
schlieBt EH. Abderhalden, daB im EiweiBmolekiil Diketopiperazine 
primar vorgebildet sind. Obwohl diese Befunde nur friihere einzelne 
Beobachtungen von einer Reihe der Autoren tiber das Vorkommen 
der Anhydride zwischen den Abbauprodukten von verschiedenen 
Proteinen bestiitigen und keinen neuen AnlaB fiir die dominierende 
Bedeutung der Anhydride im Bau des EiweiBmolekiils gaben, iuBert 
E. Abderhalden eine Ansicht tiber die groBe Rolle der Ringbildungen 
im Eiwei8B. Die Gewinnung eines komplizierten Anhydrids C,, H,,N, 0s, 
welches aus 2 Mol. Prolin, 1 Mol. Oxyprolin und Glycin gebaut ist*), 
aus Giansefedern liefert eine Bekraftigung der von EZ. Abderhalden ge- 
auBerten Ansicht. Es ist aber hervorzuheben, daB in seiner letzten 
Auflage des Lehrbuches der Physiologischen Chemie (5. Auflage, I. Teil, 
8. 364, 1923) #. Abderhalden noch nichts iiber die groBe Bedeutung 
der Ringbindung im EiweiBmolekiil aussagt und vielmehr noch auf 
dem Standpunkte der Polypeptidtheorie bleibt, indem er noch fir 
unsicher halt, ob die Diketopiperazine nicht etwa als sekundire Ab- 
kémmlinge der Dipeptide zu betrachten sind. Unsere Arbeiten haben 
endgiltig bewiesen, daB Anhydride im Bau der Keratine allerdings 
eine pravalierende Rolle spielen und daB die Aminosiuren bei Anwendung 
der katalytischen Spaltung nur im geringeren MaBe auftreten. Es ist 
sehr erfreulich, daB unsere Forschungen von EZ. Abderhalden so schnell 
anerkannt sind, aber den Beweis fiir die zyklische Struktur der Proteine 
kann man nur dem von uns ausgearbeiteten Verfahren der katalytischen 
Spaltung und der Extraktion des Katalysats mit organischen Extrak- 
tionsmitteln aus wisserigen Lésungen des Katalysats zuschreiben. 
Was aber die Konstitution der einzelnen Anhydride anbetrifft, so ist 
es selbstverstindlich, daB eine endgiltige Entscheidung nur durch 
die Synthese geliefert werden kann. 





1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 128, 119, 1923. 
2) Ebendaselbst 129, 106, 1923. 























Zur Frage des Gehalts 
an Phosphatiden bei rana temporaria unter dem Einflu6 von 
iuGeren Einwirkungen und Vergiftungen. II. 


Von 


D. M. Lawrow. 


(Aus dem pharmakologischen Laboratorium des medizinischen Instituts 
in Odessa. ) 


(Eingegangen am 23. Februar 1924.) 


A. 

Die hier beschriebene Untersuchung bildet die Fortsetzung meiner 
im Jahre 1914 angestellten Versuche betreffend den Gehalt an Phos- 
phatiden bei den Fréschen (rana temporaria), welche eine Zeitlang 
im Laboratorium gehungert hatten (1). 

Genauer gesagt, bestimmten wir bei der jetzigen Untersuchung 
den Phosphor der Phosphatide, und zwar nach der in der ersten Mit- 
teilung beschriebenen Methode. 

Fir den Versuch bedienten wir uns hier junger Herbstfrésche, 
Minnchen und Weibchen, vom Kérpergewicht 35 bis 40g, welche 
Ende September gefangen waren. Sie verbrachten im Laboratorium 
151 Monate, ohne etwas zum Essen zu bekommen. Im Laboratorium 
wurden sie in einem Bassin, und zwar im KellergeschoB, mit flieBendem 
kalten Wasser, gehalten. Die Sterblichkeit unter den hungernden 
Fréschen war groB und erreichte schlieBlich 62 Proz. Die am Leben 
gebliebenen Tiere waren stark abgemagert, doch waren sie geniigend 
munter. Wie die Obduktion der Frésche zeigte, waren der Magen 
und Darm der Tiere ganz leer. 

Fir die Analyse wurden die Frésche mittels der Fleischhack- 
maschine griindlich zerkleinert. Die zerkleinerten Massen wurden 
zwecks méglichst guter Zerkleinerung und médglichst voller Ver- 
mischung achtmal durch die Maschine gelassen. Auf diese Weise dienten 
also als Ausgangsmaterial die Frésche in toto mitsamt allen inneren 
Organen. 

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden 46,83 g der er- 
haltenen breiigen Masse entnommen; zur Extraktion der Phosphatide 
— 637,52 
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Der Trockenriickstand nach dem Austrocknen bei 105 bis 110°C 
bis zum konstanten Gewicht betrug 16,8 Proz. 

Zur quantitativen Extraktion der Phosphatide wurde die in der 
ersten Mitteilung beschriebene Methode angewandt. Der Phosphor- 
gehalt der Phosphatide betrug 0,013 Proz. auf die feuchte Masse be- 
rechnet, gleich 0.077 Proz. auf die Trockensubstanz berechnet. 

Die analytischen Ergebnisse dieser Untersuchung sind in der nach- 
folgenden Tabelle mit den in der ersten Mitteilung angefihrten zu- 
sammengestellt. In der Tabelle ist in der Rubrik unter ,,Phosphor A“ 
der Prozentgehalt an Phosphor, berechnet auf die feuchten Frésche, 
angegeben; unter ,,Phosphor B** der Phosphorgehalt (in Prozenten), 
berechnet auf die Trockensubstanz der Tiere. 





Trockens Phosphor A’ Phosphor B’ 


ruckstand 
Proz. Proz Proz 
ale Se ea a eee 5 ee 24,1 0.0356 0,148 
Frésche, die im Laboratorium 5 Wochen 
oo 8 ee ee 21,7 0,034 0,157 
Frésche, die im Laboratorium 3 Monate 
Ee ee ee 20,6 0,033 0,159 
Frésche, die im Laboratorium 7'/, Monate 
ee Geetee ... 5c ec ee we 17,4 0,026 0.151 
Frésche, die im Laboratorium (Odessa) 
15'/, Monate verbracht hatten .. . . 16,8 0.013 0.077 


Also ergab es sich, daB der Phosphorgehalt der Phosphatide bei 
Fréschen, die 154, Monate im Laboratorium gehungert haben, sehr 
bedeutend abnimmt. 

Es ist bemerkenswert, daB die Abnahme der Phosphatide im 
Kérper der Frésche, welche eine sehr lange Zeit gehungert haben, viel 
scharfer ausgedriickt ist als der allgemeine Verlust an Trockensubstanzen 
des Organismus. 


Zur Erginzung des oben angefiihrten Versuchsmaterials méchte 
ich noch das Nachstehende mitteilen. Dieses Material betrifft den 
Versuch der chronischen Alkoholvergiftung, die an 50 Fréschen, 
Mannchen und Weibchen zu gleichen Teilen, durchgefithrt wurde. 
Die Frésche waren nicht alt, vom Kérpergewicht 35 bis 40g. Der 
Alkohol wurde in der Form der 25proz., 0,6 Proz. Kochsalz ent- 
haltenden wisserigen Lésung je 2 bis 3 Tage subkutan, und zwar in 
den Riicken, in den Bauch, in den Oberschenkel eingefiihrt. Nach 
dem Einspritzen der Lésung wurden die Frésche wahrend 5 bis 6 Stunden 
ohne Wasser gelassen. Im allgemeinen wurden sie bei Zimmertemperat ur 


(10 bis 12°R) mit Wasser gehalten. 
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Zur Kontrolle dienten auch 50 Frésche, die 0,6proz. wiisserige 
Lésung des Kochsalzes auf die angegebene Weise bekommen haben. 

In der ersten Periode des Versuchs haben die Alkoholfrésche die 
Injektionen des Alkohols im allgemeinen gar nicht schwer vertragen ; 
in der zweiten Periode haben sie darauf ziemlich schwer reagiert. Was 
die Sterblichkeit der Frésche betrifft, so ist diese unter den Kontroll- 
tieren gréBer als unter den Alkoholtieren gewesen. 

Die erste Periode des Versuchs dauerte 30 Tage, indem die Frésche 
96,8 ccm absoluten Alkohols, auf 1 kg des Kérpergewichts der Tiere 
berechnet, bekamen. Die zweite Periode dauerte weiter noch 35 Tage. 
Wahrend dieser Periode wurden noch 132,1 ccm absoluten Alkohols 
eingefihrt, auf 1 kg des Kérpergewichts der Tiere berechnet. 

Fir die Analyse sind 20 Frésche, welche 30 Tage vergiftet wurden — 
die Frésche der ersten Gruppe — und 20 Frésche, welche 65 Tage 
Alkohol bekommen hatten — die Frésche der zweiten Gruppe —, 
genommen. Ebenso wurden auch die Kontrollfrésche analysiert, und 
zwar in den entsprechenden Mengen. 

Die Ergebnisse der Analyse sind in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt. In dieser Tabelle ist in der Rubrik unter ,,Phosphor A“ 
der Prozentgehalt an Phosphor der Phosphatide, berechnet auf die 
feuchten Frésche, angegeben. Unter ,,Phosphor B‘ der Phosphor- 
gehalt (in sincere berechnet auf die Trockensubstanz der Frésche. 

















Tate; | Phosphor A’ | Phosphor B’| gBelence dee, 
Proz. Proz. Proz. g 
Die zur Unienione ge- 
nommenen Frésche . 20,6 0,033 0,159 _ 

Frésche d. {Kontrollfrésche 20,1 0,031 0,154 +02 
1. Gruppe |Alkoholfrésche 19.4 0,032 0,165 +03 
Frische d. {Kontrollfrésche 19,5 0,031 0,159 —44 
2. Gruppe |Alkoholfrésche 19,3 0,018 0,093 —19 


Also bei dem beschriebenen Versuch zeigte es sich, daB eine 
chronische Alkoholvergiftung der hungernden Frésche eine Abnahme 
der Phosphatide verursacht. Bei unserem Versuch war das Sinken 
der Menge der Phosphatide nach 65 Tagen der Vergiftung ziemlich 
bedeutend. 

Es ist von Interesse zu bemerken, daB der Verlust an Phosphatiden 
nicht in der ersten Periode des Versuchs, sondern in der zweiten ge- 
schehen ist. Auch bei diesem Versuch war der Verlust an Phosphatiden 
relativ viel gréBer als der Verlust an Trockensubstanzen. 

Der Verlust an Phosphatiden des tierischen Organismus bei der 
chronischen Alkoholvergiftung ist von mehreren Autoren an den Warm- 
bliitern konstatiert. N. Sieber (2) hat die Untersuchungen an einer ganzen 
Reihe von Hunden (15) und Kaninchen (15) gemacht. Den Tieren wurde 
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Alkohol im Laufe einer Zeitdauer ohne Unterbrechung oder mit Intervallen 
per os einverleibt. Die Tiere waren bei guter Ernahrung und Pflege. Im 
Resultate dieser Untersuchung ergab es sich, daB diese Intoxikation 
einen Verlust an Phosphatiden zur Folge hatte. Der mittlere prozentische 
Verlust an Phosphatiden war in verschiedenen Organen verschieden. Die 
Verminderung des Phosphatidgehaltes betrug: 


Dn cis oh eo 4s dee « « 9) -Beme 
in der Magenschleimhaut . 4.15 
an iste a. a i Se de 
mye eS er 
im Herzen. es - 2,53 
in der Lunge 1,34 
» » Darmwand 1,10 
ee ae eee !ll 


A. Baskojf (3) untersuchte die Leber der mit Alkohol chronisch ver- 
gifteten Hunde. Der Autor kommt zum SchluB, daB diese Vergiftung einen 
die Lecithine der Leber zerstérenden Einflu8 ausiibt. 

Nach A. Bischoff (4) verursacht die chronische Alkoholvergiftung der 
Kaninchen im Herzmuskel einen Verlust an Phosphatiden. 

Die Abnahme der Phosphatide in Tierorganen entsteht auch bei ver- 
schiedenen Infektionen, wie z. B. bei Syphilis [G. Peritz (5)], bei Tuberkulose 
[A. Calmette (6)] usw. Wir beriihren hier diese so interessante Frage nicht. 


Literatur. 


1) D. Lawrow, diese Zeitschr. 62, 1914. — 2) N. Sieber, ebendaselbst 28. 
— 3) A. Baskoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 1909. — 4) A. Bischo/f, 
Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therapie 11. — 5) G. Peritz, ebendaselbst 5 u. 8. 
— 6) A. Calmette, C. r. de Acad. des Scienc. 146, 1908. 














Untersuchungen iiber das Salzsiure-Lignin. 






Von 


rik Hiigglund und Carl B. Bjérkman. 








(Aus dem Institut fiir Holzchemie der Akademie zu Abo, Finnland.) 


(Eingegangen am 28. Februar 1924.) 







In einer vorliufigen Mitteilung hat der eine von uns darauf auf- 

' merksam gemacht, dafs das mit hochkonzentrierter Salzsiure aus 
Fichtenholz isolierte Lignin, Salzsiurelignin, unter Einwirkung von 
verdiinnter Siure in der Hitze abwechselnd mit hochkonzentrierter 
Salzsiiure in der Kilte weitgehend in Lésung gebracht werden kann‘). 
Dabei entstehen betriachtliche Zuckermengen. Die Vorversuche gaben 
den Anschein, als ob ausschlieBlich oder vorwiegend Pentosen in Lésung 
gingen, da der Zucker mit Hefe versetzt nicht in Garung kam. Auf 
Grund der spezifischen Drehung und der Eigenschaften einiger Hydra- 
zone konnte die Anwesenheit von Arabinose als sichergestellt gelten, 
wiihrend Xylose nicht nachgewiesen werden konnte. Da ferner bei 
der Furfuroldestillation des Ligninriickstandes nach Tollens das Phloro- 
glucid zum nicht unerheblichen Teil in Alkohol léslich war, wurde die 
Annahme gemacht, daB auBer Pentosan auch Methylpentosan vor 
handen war. 

Bei der Fortsetzung dieser Untersuchung haben wir zunichst 
wiederholt die Feststellung gemacht, daB das Salzsiurelignin in weit- 
gehendem Mae durch Behandlung mit verdiinnter und starker Saure 
in Lésung gebracht werden kann. In Ubereinstimmung mit friiheren 
Ergebnissen haben wir im Hydrolysat Arabinose gefunden. Wir fanden 
diesmal, und zwar wiederholt, daB auBer Arabinose garfahige Zucker- 

arten in dem Hydrolysat nachgewiesen werden konnten. Nach Ver- 
; giirung war in der Lésung nur Arabinose vorhanden. Methylpentosen 
konnten wir aber nicht nachweisen. Das war nun recht merkwiirdig, 








































1) Hdgglund, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 56, 1866, 1923. 
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denn die Ligninriickstande nach der hydrolytischen Aufspaltung gaben 
bei der Salzsiuredestillation nach Tollens Phloroglucide, welche zum 
groBen Teil alkoholléslich waren. In einigen Fillen, d. h. bei Lignin- 
praparaten, die wahrend langerer Zeit mit starker Salzsiiure in Be- 
rihrung waren, erwiesen sich die Niederschlige von Phloroglucid voll- 
standig in Alkohol léslich. Sie waren dann rétlichbraun gefirbt. Es 
erschien daraus recht wahrscheinlich, daB der Niederschlag ausschlieBlich 
aus Methylfurolphloroglucid bestand, da bekanntlich Furfurol und 
Oxymethylfurfurol dunkelgriine Fallungen mit Phloroglucin geben. Bei 
einer naheren Untersuchung des Salzsauredestillats von einer gréBeren 
Ligninmenge konnte aber Methylfurfurol nicht nachgewiesen werden, da 
typische Farbenreaktionen, beispielsweise die Reaktion von Maquenne, 
nicht eintraten. Die Menge und Eigenschaft des Phloroglucidnieder- 
schlages steht offenbar in Zusammenhang mit der Darstellungsweise 
und der weiteren Behandlung des Lignins. Ligninpraparate, die lange 
in Berthrung mit hochkonzentrierter Salzsiure waren, gaben einen 
Phloroglucidniederschlag, der vollstiindig in Alkoho! léslich war. Die 
Menge betrug, auf Methylpentosan umgerechnet, bis zu etwa 15 Proz. 
des Ligningewichts. Eine naihere Untersuchung dieser Frage ist im 
hiesigen Institut im Gange. 

Die erzielten Resultate sind geeignet, die bis jetzt angewandten 
Bestimmungsmethoden des Methylpentosans im Holz und Lignin 
richtig zu beleuchten. Es ist offenbar, daB in diesem Falle bei der 
tiblichen Salzsiuredestillation andere fliichtige Substanzen als Furol, 
Methylfurol oder Oxymethylfurol tibergehen, welche in Ahnlichkeit 
mit diesen Substanzen mit Phloroglucin Niederschlige bilden, die mit 
Methylfurolphloroglucid durch Farbe und Alkoholléslichkeit itiberein- 
stimmen. Schon friiher hatte Schorger') die Richtigkeit der Methyl- 
pentosanbestimmung in Zweifel gezogen. Er fiihrt die Bildung von 
,»Methylfurol* nicht auf Methylpentosane zuriick, denn solche dirften 
nicht vorhanden sein, ,,da es nicht gelungen ist, aus dem Holz durch 
Hydrolyse Methylpentosen zu erhalten“, sondern auf nicht naher 
definierte sogenannte ,,Furoide*. Es handelt sich in dem Falle wahr- 
scheinlich ebensowenig um Methylfurol wie bei unseren Versuchen, 
denn wie gesagt, ist es uns nicht gelungen, aus dem Lignin weder Methyl- 
pentosen noch Methylfurol darzustellen. 

Die im Vergleich zu fritheren Resultaten sehr niedrigen Lignin- 
ausbeuten und die starke Gewichtsabnahme bei der Behandlung des 
Salzsiurelignins mit Saéuren waren Fragen, die recht sonderbar er- 
schienen und einer Erklarung bedurften. Die verhiltnismaBig niedrige 
Ligninausbeute schon bei der ersten Ausschiittelung des Holzes mit 


1) Journ. ind. eng. chemistry 9, 562, 1917. 
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hochkonzentrierter Salzsiure hatte unsere Aufmerksamkeit auf einen 
mit dem AufschluB verkniipften Vorgang gerichtet: Bei dem Auf- 
schluB des Holzes mit starker Salzsiure werden sowohl die Riickstande 
als auch die Salzsiurelésung smaragdgriin gefiirbt. Es ist die Ver- 
mutung geiuBert worden, daB diese Erscheinung auf im Holz vorhandene 
geringe Mengen von Methylfurol und Coniferin beruht?). Wir sind auf 
Grund der vorliegenden Untersuchung anderer Ansicht. Die Griin- 
firbung ist sicherlich keine ,,Spurenreaktion“, sondern eine Lignin- 
reaktion, und zwar die Reaktion eines Ligninkohlehydratkomplexes. 
Kohlenhydratfreies Lignin und selbstverstindlich auch von Lignin 
befreite Kohlenhydrate geben diese Reaktion nicht. Letzteres Lignin 
wird nimlich von starker Salzsiure (und Schwefelsdiure) braun gefarbt, 
wobei die Siéure eine schwach violettbraune Farbe annimmt. Labt 
man die bei der Hydrolyse mit starker Salzsiure erhaltene Kohlen- 
hydratlésung stehen, schligt die Farbe nach verschiedener Zeit je nach 
der Temperatur von Griin in Violettbraun um, und gleichzeitig scheiden 
sich in der Lésung hellbraune Flocken aus. Es stellte sich heraus, 
daB dieser Niederschlag aus kohlenhydratfreiem Lignin bestand. 

Man kann sich diesen Vorgang so vorstellen, daB zuniichst die 
in Lésung gegangene Kohlenhydratverbindung unter dem EinfluB der 
starken Salzsiure in Lignin und Kohlenhydrat gespalten wird, ein 
Vorgang, der selbstverstindlich bei niedriger Temperatur langsamer 
als bei héherer verliuft. Diese Aufspaltung geht offenbar in hoch- 
prozentiger Salzsiure waihrend zweier Tage nicht ganz vollstandig zu 
Ende. In derselben Zeit ist aber der Abbau der Cellulose und anderer 
Polyosen zu wasserléslichen Kohlenhydraten beendet, denn die Lésung 
gibt bei Verdiinnung mit viel Wasser keinerlei Triibung. Wird aber 
diese Lésung auf dem Wasserbade erhitzt, fallen wiederum kleine 
Mengen von Lignin aus. DaB es sich hier wirklich um Lignin handelt. 
wurde durch den Gehalt der Substanz an Methoxyl nachgewiesen. Es 
stelite sich im tibrigen heraus, daB dieses Lignin zum gréBten Teil 
alkoholléslich war. 

Die oben erwahnte Feststellung bringt in Erinnerung eine von 
Klason*) gemachte Beobachtung, daB bei der Extraktion von Holz- 
schliff mit Wasser bzw. stark verdiinnter Essigsiure auBer Kohlen- 
hydraten auch ein dem Lignin nahestehender Kérper in Lésung ging. 

Die Tatsache, daB aus dem Holze bzw. dem Salzsiurelignin mit 
hochkonzentrierter Salzsiure betriichtliche Mengen einer Lignin- 
kohlenhydratverbindung in Lésung gebracht werden kénnen, welche 


1) Grafe, Monatshefte 25, 1028, 1904; vgl. auch Ungar, Dissertation 


Ziirich 1914. 
*) Arkiv fér Kemi 8, Nr. 6, 1908. 
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spater in dem stark sauren Milieu hydrolytisch gespalten werden, ist 
nach unserer Ansicht der beste Beweis fiir die chemische Bindung 
zwischen Lignin und Kohlenhydrat im Holze, eine Ansicht, die der 
eine von uns aus anderen Erwagungen bereits friiher vertreten hat"). 
Eine Abspaltung von Kohlenhydrat geschieht sicherlich auch in der 
festen Phase. An der Oberfliche des Ligninriickstandes bleibt immer 
eine Schicht kohlenhydratfreies Lignin haften, welches dunkelbraun 
bis schwarz gefarbt ist, eine Farbe, die dem kohlenhydratfreien Lignin 
zukommt. Diese Ligninschicht kann mit Alkohol z. B. leicht entfernt 
werden, worauf die urspriingliche Farbe wieder zum Vorschein kommt. 
Die erwahnte Oberflichenerscheinung dirfte wohl der Grund sein, 
weshalb die Aufspaltung des Ligninriickstandes so stark verzégert 
wird, daB sie anscheinend bald zum Stillstand kommt. Dab das Salz- 
séurelignin doch bei sehr langer Beriihrung mit der starken Salzsiure 
allmahlich von Kohlenhydraten befreit wird, geht aus unseren Unter- 
suchungen hervor. Dann ist aber die Farbe durch und durch dunkel- 
braun bis schwarz gefirbt. 

Die Resultate der erwihnten Untersuchungen sind auch fiir die 
Ligninbestimmung von Interesse. Es ist offenbar, daB die nach kurzer 
Behandlung mit hochkonzentrierter Salzsiure verbleibenden Lignin- 
riickstinde nicht dem wahren Ligningehalt entsprechen. Der wahre 
Ligningehalt ist gréBer. Addiert man aber zu dem Gewicht des Lignin- 
riickstandes die Ligninmengen, welche spiter ausfallen, nahert man 
sich dem wahren Ligninwert. Zu bedenken ist aber, daB dann das 
Lignin in sich noch Kohlenhydrate enthalt. Zu einem sicheren Wert 
kommt man auf alle Fille, wenn das zu untersuchende Material wahrend 
langerer Zeit in Beriihrung mit Salzsiure gestanden het, z. B. 48 Stunden ; 
ganz exakt ist aber dieser Wert auch nicht, denn es hat sich erwiesen, 
da8 das kohlenhydratfreie Lignin auch eine gewisse Léslichkeit in 
hochkonzentrierter Salzsiiure hat, wobei das, was in Lésung gegangen 
ist, sogar nicht bei der Verdiinnung der Lésung vollstandig wieder 
ausfallt. 

Im AnschluB an die oben erwihnten Untersuchungen haben wir 
die Bildung von Oxalsiure bei der Alkalischmelze des Salzsiurelignins 
nunmehr feststellen kénnen (Ausbeute 6 Proz.). Wir stellten auch 
fest, daB Arabinose bei der gleichen Behandlung ebenfalls Oxalsaure gibt. 


Die Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd gab Bernsteinsiure in 
Ubereinstimmung mit friiheren Versuchen von Franz Fischer*) und 


Holmberg®). 


1) a. a. O. 
2) Ges. Abh. z. Kenntn. der Kohle 6, 1, 1922. 
%) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 56, 2044, 1923. 
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Experimenteller Teil. 
1. Das Holz. 

Als Ausgangsmaterial wurden Fichtenholzspine benutzt, gesiebt 
durch ein Sieb mit 100 Maschen pro Quadratzentimeter. Das Holzmehl 
wurde mit Aceton und Ather extrahiert und darauf bei 60° getrocknet. 
Bei der Extraktion wurden von Trockensubstanz des Holzes gerechnet 
1,71 Proz. in Lésung gebracht. (Mittel aus zwei Versuchen: 1,73 und 
1,69 Proz.) Auf die extrahierte Holzsubstanz wurden folgende Bestimmungen 
ausgeftihrt: 

Pentosan (Bestimmung nach Tollens). Die Berechnung des Pentosans 
geschah nach den Formeln: Furfurol = (Phloroglucid + 0,001) 0,571. 
Pentosan = Furfurol « 1,375. Menge Phloroglucid aus 1g Substanz: 
1. 0,1277 g, 2. 0,1270g. Methoryl (Bestimmung nach Zeisel und Stritar): 


1. 4,18 Proz., 2. 4,12 Proz., Mittel 4,15 Proz. 
2. Hochkonzentrierte Salzsdure. 

Die Salzsiure wurde hergestellt durch Einleitung von Chlorwasserstoff- 
gas, durch Vergasen von reiner 37proz. Salzsiure mit konzentrierter 
Schwefelséiure erhalten, in reine, stark abgekiihlte Salzsaure. 

3. Die AufschlieBungsversuche. 

Die Mengen von Fichtenspan und Salzséure sind in jedem besonderen 
Falle unten angegeben. Es erwies sich vorteilhaft, auf 1 g Holz bezogen 
30 cem Saéure anzuwenden. Wahrend der AufschlieSung wurde der Span 
mit der Saéure haufig geschiittelt. Die ganze Zeit fiir die Beriihrung der 
hochkonzentrierten Saure mit dem Holz betrug einschlieBlich der Filtration 
30 bis 45 Minuten bei etwa 10 bis 15°C. Die Filtration geschah wie friiher 
iiber Quarzsand. Das Filtrat ging vollkommen klar durch. Die Waschung 
mit hochkonzentrierter Saure wurde so lange fortgesetzt, bis das Filtrat 
vollkommen wasserhell war. Darauf wurde mit immer schwacheren Sauren 
und zuletzt mit heiBem Wasser gewaschen, bis mit Silbernitrat keine Cl- 
Reaktion mehr eintrat. Die Trennung des Lignins vom Quarzsand wurde 
durch wiederholte Schlammung ausgefiihrt. Zuletzt wurde das Lignin mit 
Alkohol und Ather gewaschen und bei 55° getrocknet. 


Versuchsreihe 1. 
Lignin A. 
Die Salzsiurekonzentration entsprach dem spezifischen Gewicht 1,23 
bei 0°. Die Ligninausbeute war 24,9 Proz. Kupferzahl: 10,5 (nach der Methode 
von Hdgglund). 


Pentosan. . . . . 1. 4,7 Proz. 2. 4,8 Proz. Mittel 4,75 Proz. 
»Methylpentosan***) 1. 6,7 ,, a. G2 s » 6,56 ,, 


Hydrolyse 1 des Lignins A mit verdiinnter Saure. 
25g Lignin wurden mit 5proz. Schwefelsiure auf dem Wasserbade 
wahrend 3 Stunden erhitzt. Die Lésung wurde abfiltriert und der Riickstand 
mit neuer Schwefelsiure behandelt. Die Hydrolyse wurde so lange fort- 
gesetzt, bis keine Reduktion mehr von Fehlingscher Lésung eintrat. Die 
Resultate gehen aus den folgenden Zahlen hervor: 


1) Wie in spiiteren Versuchen nachgewiesen werden soll, handelt es 
sich hier nicht um Methylpentosan, obwohl der Phloroglucidniederschlag 


alkoholléslich ist. 
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Auskochung: 
1 2 $ 4 5 6 7 8 , Wah BB HHS KB HW 
Zucker in Prozenten des urspriinglichen Ligningewichtes: 
58 20 11 06 06 05 O04 03 O38 O2 O2 O1 O1 O01 O1 O1 20 
Summe: 12,5 Proz. 
Das Ligningewicht nach der Hydrolyse 18,3093 g. Gewichtsverlust: 
26,8 Proz. 


A. Untersuchung des hydrolysierten Lignins. 


DI so a Serle Se ow ce ss Ge. 
Se ak a sc as ale es eS et ee ef 
ne” 68 SO ec ae ees BS 


AujfschluB des hydrolysierten Lignins mit starker Salzsdure. 
Versuch l. 
2g hydrolysiertes Lignin wurden mit 100cem Salzsiture vom spezi- 
fischen Gewicht 1,215 bei 0° wahrend 1 Stunde behandelt. Darauf wurde 
mit hochkonzentrierter Saéure, Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und 
bei 55° getrocknet. Das Ligningewicht nach der Behandlung 1,47 g. 
Gewichtsverlust 26,5 Proz. Der Riickstand wurde auf Pentosan untersucht: 
4,6 Proz. ,,Methylpentosan*: 3,1 Proz. Der Zuckergehalt der Lésung betrug 
0,3328 g = 16,6 Proz. 
Versuch 2. 
5g hydrolysiertes Lignin wurden mit 150 cem Salzsiure vom spezi- 
fischen Gewicht 1,22 bei 0° wie im Versuch | behandelt. Der ungeldéste 
Riickstand wog 3,7486 g. Gelést wurden also 25,0 Proz. Die Lésung wurde 
auf 1000 cem verdiinnt und auf dem Wasserbade 3 Stunden erwiirmt. Bei 
der Verdiinnung entstand ein Niederschlag, welcher wahrend der Erhitzung 
unter Dunkelfarbung sich zusammenflockte. Das Reduktionsvermégen 
der Lésung wurde wiahrend der Erhitzung nicht veriindert. Die Zucker- 
ausbeute betrug 0,845 g, was 16,9 Proz. des hydrolysierten Lignins ent- 
spricht. 





Versuch 3. 
«) Behandlung mit starker Salzsdure. 2g hydrolysiertes Lignin wurden 
mit 100 cem Salzsiiure vom spezifischen Gewicht 1,22 bei 0° wie in den 
Versuchen 1 und 2 behandelt. Der Riickstand wog 1,3860g. 30,7 Proz. 
waren also in Lésung gegangen. Die Zuckermenge betrug dabei 0,371 g 
oder 18,5 Proz. des Ligningewichtes. 

8) Behandlung des Riickstandes von @ mit 3proz. Salzsdure. 1,1648 g 
des Riickstandes von « wurden mit 50 ccm 3proz. Salzsiure wahrend 
3 Stunden auf siedendem Wasserbade erhitzt. Der Riickstand wog 1,0459 g. 
0,1189 g waren also in Lésung gegangen (10,2 Proz.). Die Gesamtzucker- 
menge betrug 0,0128 g (1,1 Proz.). 

y) Behandlung des Riickstandes von 8 mit starker Salzsdure. 0,9889 g 
wurden mit 130ccem Salzsiure vom spezifischen Gewicht 1,22 bei 0° wahrend 
1 Stunde behandelt. Gewichtsverlust: 0,0507 g (5,1 Proz.). Die Zucker- 
menge betrug 0,009 g (0,9 Proz.). 

5) Behandlung des Riickstandes von y mit starker Salzsdure. Die Be- 
handlung geschah in ahnlicher Weise wie im vorigen Versuch. Der Gewichts- 
verlust betrug 4,4 Proz. und die Zuckermenge 0,9 Prez. 
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Zusammenfassung der Resultate von der Hydrolyse des Lignins A. 
Proz. des Holagewichts 
a) Ausbeute von Salzsdurelignin . : 24,9 
b) Ligninriickstand nach der Hydrolyse von a ‘mit 5proz. 


Schwefelsiure . . . 18,2 
c) Riickstand nach der Behandlung v von b mit stacker 

Salzsjure: 1. 13,4, 2. 13,6, 3. 12,6... . + ae 
d) Riickstand c 3, mit verdiinnter Salzsiure behandelt .«. 


e) Riickstand d zweimal mit starker Salzsiure behandelt 10,8 
Die Gesamtabnahme des Ligningewichtes a bis e = 24,9 — 10,8 
= 14,1 Proz. Die analytisch nachgewiesene Zuckermenge, die diesem 
Gewichtsverlust entspricht, betragt 3,1 + 3,1 + 0,15 + 0,21 = 6,56 Proz. 
des Holzgewichtes. 


B. Untersuchung der Lisung nach der Hydrolyse des Salzsiurelignins A 
mit 5proz. Schwefelsiure. 

Die Fraktionen (S. 79) wurden gesammelt. Die Schwefelsiure wurde 
mit BaCO, abgestumpft und entfernt. Die neutralisierte Lésung wurde 
auf 500 ccm eingedampft. [«]p = + 40,0°. Die Lésung wurde in zwei 
Teile geteilt und mit Hefe vergoren. Nach der Garung war in einem Falle 
[«]p = + 103,9° und im anderen [e]p = 104,0°. 


Hydrolyse 2 des Lignins A mit verdiinnter Saure. 

25 g Lignin wurden mit 100 ccm 3proz. Schwefelsiure am Riickflub- 
kiihler gekocht. Fiinf Fraktionen wurden aufgenommen, mit BaCO, neu- 
tralisiert und auf 100 ccm eingedampft. Diese Lésung wurde auf Zucker 
untersucht: 1,779 g. [@)p = 46,6°. Die Lésung wurde mit Hefe vergoren. 
Unvergorene Menge Zucker: 0,0455g. [@]p = 105,5. 


Versuchsreihe 2. 
Lignin B. 

Das Lignin wurde, wie angegeben, aus 10g Holzmehl hergestelit. 
Die Ausbeute betrug 26,1 Proz. Pentosan 4,8 Proz. ,,Methylpentosan* 
= 1,5 Proz. 

Hydrolyse des Lignins B mit verdiinnter Saure. 

2g Lignin wurden mit 50 ccm 3proz. Salzsiure auf dem Wasserbade 
wahrend 3 Stunden erhitzt. Dieser Vorgang wurde zehnmal mit neuer 
Salzsiure wiederholt. Die Gewichtsabnahme des Lignins betrug 33,7 Proz. 
und die Zuckermenge 15,6 Proz. des Salzsiéurelignins. 


A. Untersuchung des hydrolysierten Lignins. 

a) Behandlung mit starker Salzsdure. 1,3066 g wurden mit Salzsiure 
vom spezifischen Gewicht 1,22 bei 0° waihrend 1 Stunde behandelt. Das 
Filtrat blieb 44 Stunden stehen. Darauf wurde Zuckerbestimmung aus- 
gefiihrt: 0,061 g Zucker. Nach Verdiinnung entstand ein wei8grauer Nieder- 
schlag. Ohne die Fallung abzufiltrieren, wurde die Lésung auf dem Wasser- 
bade wihrend 3 Stunden erhitzt. Dabei wurde die Fillung dunkel gefirbt. 
Der Zuckergehalt wurde wiederum ermittelt: 0,068 g Zucker, also im 
wesentlichen ebensoviel wie vor der Erhitzung. Zuckerausbeute: 5,2 Proz. 
Die Gewichtsabnahme des Lignins betrug 8,9 Proz. 

8B) Behandlung des Riickstandes von « mit verdiinnter Schwejfelsdure. 
1,0123 g wurden mit 50 ccm siedender 3proz. Schwefelsiéure fiinfmal nach- 
einander behandelt. Die Gesamtzuckermenge betrug 0,0246 g = 2,43 Proz. 
Von dem Lignin waren gleichzeitig 7,8 Proz. in Lésung gegangen. 
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Zusammenfassung der Resultate von der Hydrolyse des Lignins A. 
Proz. des Holzgewichtes 


a) Ausbeute von Salzséurelignin. . . pi Rp - 26,1 
b) Ligninriickstand nach der Hydrolyse von a mit Sess, 
Schwefelsiure . . . . ‘ . 17,3 
c) Riickstand nach der Behandlung \ von ‘* mit wt Ws 
Salzsiure .. . > AP 
d) Riickstand nach der Sibieniiend von ¢ mit ‘wenliieiaas 
EE EE Ee a 


Die Gesamtabnahme betrug in diesem Falle 11,5 Proz. des Lignin- 
gewichtes. Es ist wahrscheinlich, daB es méglich gewesen wire, bei fort- 
gesetzter Behandlung des Lignins noch etwas in Lésung zu bringen. Die 
Zuckermenge, welche dieser Gewichtsabnahme entspricht, betrug: 4,1 
+ 0,9 + 0,4 = 5,4 Proz. des Holzgewichtes. 


B. Untersuchung der Lésung nach der Hydrolyse des Salzsiurelignins B 
mit verdiinnter Salzsiure. 


Nach Abstumpfung mit Natriumbicarbonat und Eindampfung betrug 
{[«])p = 103.3. Bei Zusatz von Hefe trat keine Garung ein. Die spezifische 
Drehung blieb unverandert. 


Versuchsreihe 3. 
Lignin C. 

Von 100g Holz wurde die Ausschiittelung mit Salzsiure in zwei 
Teilen von je 50g ausgefiihrt, und zwar mit 1500 ccm Salzsiure fiir jede 
Portion. Ausbeute: 1. 22,4 Proz., 2. 22,3 Proz. Cu-Zahl: 5,3. Methoxyl: 
13,6 Proz. 

Hydrolyse 1 des Lignins C. 

«) Behandlung mit starker Salzsdure. 1g Lignin wurde mit 100 cem 
Salzsiure vom spezifischen Gewicht 1,22 bei 0° wahrend | Stunde behandelt. 
Nach Filtration im Goochtiegel, Auswaschung und Trocknung wurde ein 
Riickstand von 0,8176 g erhalten. Die Lésung war im Anfang griin gefirbt, 
wurde aber mit der Zeit dunkel. In Lésung waren gegangen 18,2 Proz. 
Nach 14 Stunden wurde sie auf 500 ccm verdiinnt. Dabei fiel ein fein- 
flockiger Niederschlag aus. In der Lésung betrug die Zuckermenge 0,135 g 
= 13,5 Proz. Die Lésung wurde auf eine Konzentration von 10 Proz. 
verdiinnt und wahrend 3 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt. Nach der 
Erhitzung war die Zuckermenge unveriandert geblieben. 


8) Behandlung mit verdiinnter Schwefelsdure. 0,7695 g des Riickstandes 
nach « wurden mit 50 ccm 5proz. Schwefelsiure wahrend 6 Stunden be- 
handelt. Sieben Fraktionen wurden aufgenommen. Dabei wurden folgende 
Resultate erhalten: 

Fraktion .. .1l 2 3 4 5 6 7 Summe 
Zucker .. . 3,73 1,31 1,10 0,87 0,66 0,44 0,44 8,55 Proz. 

Samtliche Fraktionen wurden zusammengetan, und darin wurde der 
Zucker bestimmt: 0,0648 g = 8,4 Proz.; also in guter Ubereinstimmung 
mit dem obigen Wert. Von dem Lignin blieb ein Riickstand von 0,6269 g 
zuriick. Das entspricht einem Gewichtsverlust von 18,5 Gewichtsprozenten 
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In diesem Falle wurden also erhalten: 
Proz. des Holzgewichtes 


a) Salzsiurelignin .. . wt ae 

b) Riickstand nach der Behendlung * von a mit starker 
Salzsiure .. . 18,3 

c) Riickstand nach ‘der Behandlung von > mit " Spros. 
Schwefelsiture .... sage ; 4 woe, a 

Der Gewichtsverlust a bis c = 7,5 Proz. Des eiinaitis einer Zucker- 
menge von 4,6 Proz. 

Bei der Extraktion von c mit heiBem Alkohol wahrend 30 Stunden 
gingen 6,1 Proz. in Lésung. In dem Riickstand wurde der Methoxylgehalt 
bestimmt 14,6 Proz. (14,4 und 14,8 Proz.) CH,O. 

Aus dieser Zahl, mit dem Methoxylgehalt des Salzsiurelignins verglichen, 
geht hervor, daB Methoxylreste vom Lignin abgespalten sind bzw. da8 das 
Lignin teilweise in Lésung gegangen ist. Wiirde das nicht der Fall sein, 
so wiirde selbstversténdlich der Riickstand ¢ einen bedeutend héheren 
Gehalt an Methoxyl aufweisen. 


Hydrolyse 2 des Lignins C. 

a) Behandlung mit verdiinnter Schwefelsdure. 1g Lignin wurde mit 
50 cem 5proz. Schwefelséure wahrend 6 Stunden behandelt. Danach wurde 
die Schwefelsaure mit neuer ersetzt usw. 13 Fraktionen wurden aufgenommen. 
Dabei wurden insgesamt 13,3 Proz. Zucker erhalten. (In einem Kontroll- 
versuch 13,1 Proz.) Von dem Lignin blieb schlieBlich ein Riickstand von 
0,7359 g zuriick. 26,4 Proz. waren also in Lésung gegangen. 

8) Behandlung des Riickstandes nach « mit starker Salzsdure. 0,6708 g 
des Riickstandes nach « wurden mit 100 ccm Salzsiiure vom spezifischen 
Gewicht 1,22 bei 0° wahrend 1 Stunde behandelt. Der Gewichtsverlust 
betrug 6,2 Proz. Die Lésung zeigte reduzierende Eigenschaften. Wurde 
die Salzsiurelésung mit Wasser verdiinnt, trat eine grauweiBe Fallung ein 
in geringer Menge. Wurde dieser Niederschlag mit starker Salzséure be- 
handelt, wurde ein dunkelgefarbter Riickstand erhalten, wahrend ein anderer 
Teil verzuckert wurde. 


Hydrolyse 3 des Lignins C. 

25g Lignin wurden wiederholt mit je 500 ccm 5Sproz. Schwefelséure 
wahrend 6 Stunden hydrolysiert. Dabei wurden 11,9 Proz. Zucker aus 
16 Fraktionen erhalten. Das Ligningewicht nahm gleichzeitig mit 4,9 g 
oder 19,6 Proz. ab. Die Hydrolysefliissigkeit wurde mit Bariumcarbonat 
fast neutralisiert und von 8 Liter auf 500 ccm eingedampft. Die Lésung 
wurde mit Hefe versetzt, wobei zwei Drittel des Zuckers vergoren wurden. 

[¢]p + 51,8° vor der Garung. 
[e]p + 102,0° nach der Garung. 

In einem Kontrollversuch: 

{«]p = + 104,4° nach der Garung. 

Die Lésung zeigte in einem Kontrollversuch deutlich die Pentosen- 
reaktionen mit Orcinsalzsiiure und die Reaktion von Rosenthaler') mit 
Aceton und Salzsiure. Dagegen konnten Methylpentosen mit der Reaktion 
von Rosenthaler nicht nachgewiesen werden. 


) Zeitschr. f. analyt. Chem. 48, 165, 1909. 
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Versuchsreihe 4. 


Lufttrockenes, entsprechend 40g absolut trockenem, Holzmehl wurde 
wahrend 30 Minuten bei einer Temperatur von etwa — 5° mit Salzsiiure vom 
spezifischen Gewicht 1,23 (bei 0°) behandelt und wie friiher iiber Quarzsand 
abfiltriert. Die Ausbeute war aber diesmal, vermutlich wegen der niedrigen 
Temperatur der Behandlung, nur 44 Proz., weshalb der Riickstand mit 
einer neuen Portion frischer Salzsiure behandelt wurde. Die filtrierte 
Kohlenhydrat-Salzsiurelésung war im Anfang smaragdgriin gefarbt. Nach- 
dem sie einige Stunden bei Zimmertemperatur gestanden hatte, ging die 
Farbe allmiahlich in Violettbraun tiber, waihrend braune Flocken nach und 
nach ausfielen. Nach einem Tage, als die gelésten Kohlenhydrate wasser- 
léslich waren, wurde die ganze Lésung mit Wasser verdiinnt, der Nieder- 
schlag abfiltriert und die Salzsiure vollstaéndig ausgewaschen. Bei der 
Behandlung des Ligninniederschlages mit Alkohol ging ein Teil in Lésung, 
welcher bestimmt wurde. 

Bei der erneuerten Behandlung des Holzriickstandes mit Salzsiure 
zeigte die Lésung dieselben Eigenschaften wie bei der ersten Ausschiittelung. 
Auch diesmal wurde das aus der Lésung ausgefillte Lignin bestimmt. 
Die Resultate gehen aus den folgenden Zahlen hervor: 





| 
Sdiete, Ausgetallenes Lignin 


sani lkohol- Ikohol-+ 
Bguie leliches unlésliches 
. 8 8 8 
i ig re -- 0.3216 0,9900 
” re ne as se 9.5695 0,0565 0.2944 
Ligninausbeute .. . 9.5695 0,3781 1,2844 
Ligninausbeute in Prozenten des Holz- 
gewichtes (extrahiert) ...... wy 23,92 0,95 3,21 


Die Gesamtausbeute an Lignin betrug also 28,08 Proz. Die verschiedenen 
Lignine wurden auf ihren Gehalt an Methoxyl untersucht: 


Methoxylbestimmung. 





| CH,O 

i} Proz. 

Salzsiurelignin (von der 2. Ausschiittelung) . . 12,60 
Ausgefallenes Lignin: 

eee 14,23 
b) Alkohollésliches: 

ee oe 14,55 

ee ee ee ee 14,42 


Aus diesen Zahlen ergibt sich auch, daB das Salzsiurelignin methoxyl- 
arme bzw. methoxylfreie Substanzen enthalten muB. 


Hydrolyse des Salzsaéurelignins. 

5 g Salzsiurelignin wurden viermal wiahrend je 3 Stunden mit 200 cem 
3proz. Schwefelsiiure auf dem Wasserbade hydrolysiert. Die Zuckermenge 
betrug 0,1894g. Nach Abstumpfung mit Bariumcarbonat und Ein- 
dampfung auf 100ccm wurde wieder der Zucker bestimmt: 0,1459 g. 
[«]p = 65,1°. 


6* 
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Hydrolyse des ausgefallten und alkoholunléslichen Lignins. 
0,3694 g des aus der Salzsiurelésung ausgefallten Lignins wurden 
wahrend 48 Stunden mit 5proz. Schwefelsiure hydrolysiert. Nach Ab- 
stumpfung und Eindampfung zu 25 cem konnte kein Zucker nachgewiesen 
werden. 
Furfuroldestillation nach Tollens. 
Die Ergebnisse der Untersuchung gehen aus folgender Tabelle hervor: 





Eine Phloroglucid — Pentosan, 
wogene || —  bezogen auf 
| Substanze | Gesamt- a - a alkohol- Léslichs | alkohol 
menge §|§ menge ebes lésliches keit Phioroglucid 
- | 8 & g Proz. Proz. 
Salzsdurelignin ...... 0.3121 | 0,0240 0,0170 | 0,0070 29,2 4.5 
Hydrolys. Salzsiurelignin . 0.8226 0.0418  0,0079 0,0339 81,1 0.8 
Hydrolys. Salzsi ignin, | 
mit Sclssdure — 
Proz. ausgeschiittelt. .. || 09,6153 | 0,0317  0,0066 00,0251 79.2 1,0 
In Alkohol unlésliches aus. | 
gefallenes Lignin... . | 0.2517 | 00000, — 0,00900 100 5 — 
Desgl., hydrolysiert. . .. || 0,2912 | 0,0140, — 00140 100) | _ 





Hier sei erwahnt, daB Salzsiurelignin, welches positive Pentosanreaktion 
zeigte, d. h. einen alkoholunléslichen, dunklen Phloroglucid gab, im Mikroskop 
betrachtet, mit hochkonzentrierter Salzsiiure eine griine Farbe annahm, 
wiahrend pentosanfreies Lignin unter denselben Bedingungen dunkelbraun 
gefarbt wurde. 


Behandlung des hydrolysierten Salzsdurelignins mit Salzsdure vom 

spezifischen Gewicht 1,23 (bei 0°). 

2,2166 g vollstandig trockenes, hydrolysiertes Salzsiurelignin wurden 
wahrend 30 Minuten mit Salzséure von oben angegebener Starke behandelt. 
Der Ligninriickstand wog nach der Behandlung 2,1329g. In Lésung war 
demnach 0,0837 g gegangen. Die Lésung blieb 24 Stunden stehen. Schon 
wahrend dieser Zeit entstand eine Fallung, welche nach der Verdiinnung 
mit Wasser abgetrennt wurde. Gewicht: 0,0141 g. In der Lésung wurde 
nachher nach Neutralisation und Eindampfung, wobei Alkohol zur Ent- 
fernung des Kochsalzes zugesetzt wurde, der Zucker bestimmt: 0,0105 g. 
Die Lésung gab deutlich die Orcinreaktion auf Pentosan. Auf dem aus- 
geschiedenen Lignin wurde Methoxylbestimmung ausgefiihrt: 15,7 Proz. 


Versuchsreihe 5, 


Untersuchung von Lignin, welches durch Behandlung von Holz mit hoch- 
konzentrierter Salzsdure wdahrend langerer Zeit erhalten wurde. 
Versuch l. 

Zwei Flaschen wurden mit je 5 g (absolut trocken berechnet) Holzmehl! 
und 250cem Salzsiure (vom spezifischen Gewicht 1,23 bei 0°) beschickt 
und nachher éfters geschiittelt. Die Versuchstemperatur war etwa 15° 
und die Dauer der Einwirkung betrug 36 Stunden. Nach dieser Zeit wurde 
die Lésung mit der doppelten Menge Wasser verdiinnt und das Lignin 
durch Zentrifugieren quantitativ abgetrennt. Das Lignin wurde in den 
Zentrifugenréhrchen zweimal mit hochkonzentrierter Salzsiure gewaschen. 
Dabei ging ein Teil des Lignins in Lésung, wobei letztere eine braunviolette 
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Farbe annahm. Diese Lésung blieb waihrend 48 Stunden stehen. Wahrend 
dieser Zeit entstand eine Fallung, deren Menge bestimmt wurde. Nachdem 
das Lignin in oben erwahnter Weise mit hochkonzentrierter Salzsiure 
zweimal behandelt war, wurde in beiden Fallen das Lignin mit Wasser 
volistaéndig ausgewaschen. In dem einen Falle wurde das Lignin unmittelbar 
mit Alkohol und Ather behandelt und das, was geliést wurde, ermittelt. 
Das Lignin, welches nur mit Wasser behandelt wurde, war bedeutend 
dunkler als das mit Alkohol gewaschene. Die Resultate gehen aus folgender 
Tabelle hervor: 





Lignin 1 Lignin 2 

& . 

= 

Ligninriickstand nach zweimaliger Behandlung .. || 1,3195 1,3693 

Alkohollésliches Lignin. . ; 0.0511 —_ 

Lignin, ausgefallen nach der zweiten ’ Behandlung 

mit Salzsiure .. . + ae SA ath, 29S as 0,0166 0,0174 
Gesamtmenge des Lignins diac +) ere 1,3872 1,3867 

Desgl. in Prozenten des Holzgewichtes arte eee 27,74 27,73 


Sowohl von Lignin 1 und 2 wurde 1 g mit 100 cem hochkonzentrierter 
Salzsiure behandelt (bei Zimmertemperatur). Die Riickstiinde wurden 
quantitativ abzentrifugiert. Die Salzsiurelésung blieb 48 Stunden stehen, 
wobei ein Niederschlag entstand, welcher ebenfalls durch Zentrifugieren 
abgeschieden und bestimmt wurde. In der klaren Lésung, die von Lignin | 
stammte, wurde die Reduktionsfaihigkeit bestimmt. Sie war aber, wie die 
folgenden Zahlen zeigen, recht schwach. 











Lignin 1 Lignin 2 


Ligninriickstand nach der Behandlung mit Salzsiure g 0.8848 0,9068 


Ligninmenge in Lisung gegangen . . ee 0,1152 0,0932 
Desgl. in Prozenten des Ligningewichtes . cae 11,52 9,32 
Ausgefallene Menge Lignin aus der Salzsiurelésung g 0,0159 0,0210 
Zucker in der Lésung. . g (0,008) — 
Pentosen in der Salzsaure (alkoholunléslicher, dunkler 

Niederschlag mit Phloroglucin) .. . g _— (0.0056) 
Verdampfungsriickstand der Salzsiurelésung (nach 

er PED. Sa ak Se AS cg — 0,0551 
Summe Wiedergefundenes ............8 —_ 0,0817 


Die Lignine 1 und 2 vor und nach der Behandlung mit hochkonzen- 
trierter Salzsiture wurden mit 12proz. Salzsiure nach Tollens destilliert. 
Die Resultate gehen aus folgender Tabelle hervor: 








Eingewogene Phioroglucid 


Substanzmenge 
8 8 
Lignin 1 0.3153 0.0109 
pe Rie deg Ge. ett ne a Mia 0.3687 0.0200 
a 1 mit hochkonzentr. Salzsiure behandelt 0.8848 0,0726 
2 0.9068 0.0807 


” - »@ ” ” ” 


Die Phloroglucidniederschlage erwiesen sich siimtlich alkoholléslich. 
Deshalb erscheint die in vorhergehender Tabelle erwahnte Ausbeute von 
Zucker bzw. Pentosen zweifelhaft. 


——_ 
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Versuch 2. 

30 g Holz von derselben Beschaffenheit wie im vorigen Versuch wurden 
wahrend 48 Stunden mit 1000 cem 45proz. Salzsiure bei Zimmertemperatur 
behandelt. Die Lésung wurde nachher mit Wasser verdiinnt, wobei keinerlei 
Ausfallung von Kohlenhydraten eintrat; das Lignin wurde abfiltriert, voll- 
standig von Salzsiure ausgewaschen, mit Alkohol und zum Schlu8 mit 
Ather nachbehandelt. 

Re. «5 «ss 6 so ee 
Alkohollésliches Lignin . . 0,2381 g 


Summe . . 8,4185g oder 28,06 Proz. 


Aus der Kohlenhydratlésung fielen nach einigen Tagen, was durch 
Erhitzung der Lésung auf dem Wasserbade vervollstandigt wurde, 0,0355 g 
Lignin aus. Methoxylgehalt 14,07 Proz. Bei der Destillation nach Tollens 
wurden aus 0,4322 g Substanz 0,0307 g Phloroglucid erhalten. Alles war 
in Alkohol léslich. Bei der Hydrolyse von 5g des Lignins wurde 0,1 g 
Zucker erhalten, entsprechend etwa 2 Proz. des Lignins. Im Hydrolysat 
konnten Pentosen mit Orcinsalzsiure nicht nachgewiesen werden. Die 
Lésung nach der Eindampfung zeigte deutliche Rechtsdrehung. 


Versuch 3. 
Lufttrockenes Holz, entsprechend 30g absolut trockener Substanz, 
wurde wie im vorigen Versuch behandelt. 





ei RE ae 8 
Alkohollésliches Lignin . . 0,3024g 
Summe . . 8,4460 g oder 28,15 Proz. der 


Holzsubstanz. 


In dem verdiinnten Filtrat wurde auch diesmal eine Fallung erhalten: 
0,0437 g, wovon 0,0381 g alkoholléslich waren. 5g des Lignins wurden 
mit 5proz. Schwefelsiure waihrend 8 Stunden auf das Wasserbade hydro- 
lysiert: 0,036 g Zucker oder etwa 0,7 Proz. des Ligningewichtes. Gewicht 
des Ligninriickstandes nach der Hydrolyse 4,7404g. Vor und nach der 
Hydrolyse wurde das Lignin der Salzsiuredestillation unterworfen: 

















Eingewogene Phloroglucids 


Substanzmenge menge 

— —_ da _ 8 = > 
Lignin vor der Hydrolyse.......... 10104 | 0,0631 
» nach , ene ee gl ee ee g's 10304 | 0,0662 


Die Phloroglucidniederschlage erwiesen sich vollstandig in Alkohol 
léslich. 

Versuch 4. 

Als Ausgangsmaterial wurde diesmal technisches Lignin verwendet. 
Eine Vorpriifung zeigte, daB dieses Lignin bei der Salzséuredestillation 
nur einen alkoholléslichen Niederschlag mit Phloroglucin gab. Bei dem 
Hauptversuch wurden 200g technisches Lignin mit 12proz. Salzsiure 
destilliert. Die Menge des Destillates war 2500 ccm. Nach fast vollstandiger 
Abstumpfung der Salzsiure und nach Zusatz von einem Uberschu8 von 
Kochsalz wurde ein kleinerer Teil der Fliissigkeit abdestilliert. Weder in 
der Léisung noch im Destillat konnte Methylfurol mit Anilinacetat und 
Salzsiure, mit Alkohol und Schwefelsiure (Reaktion von Maquenne) und 
mit Aceton und Salzsiure (Reaktion von Rosenthaler) nachgewiesen werden. 
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Versuchsreihe 6. 
Kalischmelze des Salzsdurelignins. 
Versuch l. 

25g Kaliumhydroxyd und 12g Wasser wurden in einem Eisentiegel 
auf 200° erhitzt. Zu der Schmelze wurden 4g hydrolysiertes Lignin von 
der Versuchsreihe 1 wahrend einer halben Stunde allméhlich zugesetzt, 
wahrend die Temperatur gleichzeitig auf 270° gesteigert wurde. Die Schmelze 
wurde dann in Wasser gelést und anges&iuert. Dabei wurde ein Niederschlag 
erhalten in einer Menge von 30,3 Proz. des Ligningewichtes. In der Lésung 
wurde Ovalsdure als Oxalat mit Ca-Acetat gefallt. Der Niederschlag wurde 
gelést und wiederum gefallt. Die Bestimmung geschah sowohl gravimetrisch 
als durch Titration mit Permanganat. Im ersteren Falle wurden 6,6 Proz., 
im letzteren 6,2 Proz. Oxalséiure vom Ligningewicht erhalten. 


Versuch 2. 


Die Alkalischmelze wurde wie im vorigen Versuch mit hydrolysiertem 
Lignin von der Versuchsreihe 3 ausgefiihrt. Der nach der Ansiuerung 
erhaltene Niederschlag betrug 1,2 g = 30 Proz. Die Oxalsiure wurde 
titrimetrisch bestimmt: 5,5 Proz. des Ligningewichtes. Ein Kontrollversuch 
gab den Wert 5,6 Proz. Oxalsiure. 


Versuch 3. 


Reine Arabinose wurde in obenerwahnter Weise mit Alkali geschmolzen. 
In einem Falle wurden 12,3 Proz., in einem anderen 17,7 Proz. Oxalsiéure 
erhalten. 


Versuchsreihe 7. 
Oxydation von Lignin mit Wasserstof/superoxyd. 

5g hydrolysiertes Lignin (von der Versuchsreihe 3) wurden unter 
RiickfluB mit 25 ccm Wasser und 25 ccm 30proz. Wasserstoffsuperoxyd 
erhitzt. Zu jeder Stunde wurden noch 25cem Wasserstoffsuperoxyd 
zugetan, bis 100 cem zugesetzt waren. Nach weiteren 2 Stunden wurden 
schlieBlich 25 ccm Wasserstoffsuperoxyd hinzugefiigt. Im Laufe der 
Oxydation wurde die Lésung gelb gefarbt und die schwammige Lignin- 
masse ging allmahlich in Lésung (nach 13 Stunden). Die Erhitzung wurde 
nach 22 Stunden abgebrochen, als die Gasentwicklung aufgehért hatte. 
Die Lésung war nunmehr nur schwach gelb gefairbt. Die Lisung wurde 
auf dem Wasserbade bei 16mm Druck zur Trockne eingedampft, der 
Riickstand in 10cem Wasser gelést und nochmals zur Trockenheit gebracht. 
Der Riickstand wurde nachher bei einem Druck von 4mm _trocken- 
destilliert, wobei die Temperatur allmiahlich auf 175° gesteigert wurde. 
Die Temperatur und der Druck wurden wihrend 2 Stunden konstant 
gehalten. Im Kolben und in dem Kiihler setzte sich dabei ein kristallinisches 
Sublimat ab. Der Schmelzpunkt war unscharf und betrug 108 bis 114°. 
Der Mischschmelzpunkt mit Bernsteinséureanhydrid war 113 bis 117°. 
Wir kénnen dadurch die Resultate von Holmberg') und Franz Fischer*) 
bestitigen, welche Forscher bereits friiher Bernsteinsiure als Oxydations- 
punkt von anderen Ligninprodukten nachgewiesen haben. 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 1923, S. 1866. 
*) Abh. z. Kenntnis der Kohle 6, 1, 1922. 
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Zusammenfassung. 

1. Durch Behandlung von Fichtenholz in feinverteilter Form mit 
hochkonzentrierter Salzsiure wahrend verhiltnismaBig kurzer Zeit 
vorzugsweise bei niedriger Temperatur wird ein Riickstand, Salzsiure- 
lignin, erhalten in Ausbeuten, welche in erster Linie von der Konzen- 
tration und Menge der Salzsiure abhingig sind, sofern nimlich die 
Abtrennung des Ligninriickstandes geschieht, bevor die Abscheidung 
von Substanzen erfolgt, die im Anfang gelést werden. Bei den vorliegen- 
den Versuchen schwankten die in dieser Weise erhaltenen Ausbeuten 
zwischen 22,3 und 26,1 Proz. des Gewichtes des mit Acetonither er- 
schépfend extrahierten Holzes. 

2. Das in obenerwahnter Weise isolierte und ausgewaschene Salz- 
siurelignin wird bei erneuerter Behandlung mit hochkonzentrierter 
Salzsiure zum Teil gelést. In der Lésung kénnen erhebliche Zucker- 
mengen nachgewiesen werden. Auch bei der Behandlung solchen 
Lignins mit verdiinnten Sauren in der Hitze gehen groBe Zuckermengen 
in Lésung. Durch abwechselnde Behandlung mit hochkonzentrierter 
Saure in der Kalte und verdiinnten Sauren in der Hitze war es méglich, 
mehr als die Hialfte des Ligningewichtes in Lésung zu bringen. 

3. Die bei der Hydrolyse des Salzsiurelignins gebildeten Zucker- 
arten haben verschiedene Zusammensetzung. In vielen Fallen war der 
Zucker teilweise vergirbar. Der unvergirbare Teil bestand allem An- 
schein nach nur aus Arabinose. Methylpentosen konnten nicht nach- 
gewiesen werden. 

4. Die sogenannte ,,Furoldestillation’ von Salzsiurelignin gibt, 
wenn das Lignin unter den in Punkt | angegebenen Bedingungen isoliert 
wurde, sowohl einen alkoholunléslichen Phloroglucid, welcher zweifellos 
aus Furolphloroglucid besteht und das Vorhandensein von Pentosan 
beweist, als auch einen alkoholléslichen Phloroglucid. Das ist aber 
nicht auf die Anwesenheit von Methylpentosan zuriickzufihren. Durch 
die vorliegende Untersuchung ist erwiesen, daB es sich hier nicht um 
Methylpentosan handelt, da weder Methylpentosen im Hydrolysat des 
Lignins noch Methylfurol bei der erwahnten Salzsiuredestillation 
(Furoldestillation) nachgewiesen werden konnten. 

Lignine, welche durch lange Behandlung des Holzes mit Salzsiure 
hergestellt waren, oder solche, die aus der Salzsiurelésung ausfielen, 
gaben ausschlieBlich alkoholiésliche Phloroglucidniederschlige, welche 
ebenfalls nicht mit Methylfurolphloroglucid identisch waren. 

5. Die unter dem vorigen Punkte erwahnten Resultate sind fir 
die Bestimmung von Methylpentosan in ligninhaltigen Substanzen von 
Bedeutung. Die friiheren Bestimmungen von Methylpentosan in 
solchen Materialien sind auf Grund der Ergebnisse der vorliegenden 
Arbeit wertlos. 
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6. Die Grinfirbung der Lésung und des Riickstandes bei dem 
AufschluB von Holz mit starker Salzsiiure ist allem Anschein nach fiir 
eine Lignin-Kohlenhydratverbindung charakteristisch. Lignin, das von 
Kohlenhydraten durch Hydrolyse mit starker Salzsiiure befreit wird, 
gibt unter den gleichen Bedingungen eine Braunfirbung, wobei die 
Saure eine violettbraune Farbe annimmt. Die griine Farbe der Salz- 
siiurelésung schligt in Violettbraun um, sobald die geléste Lignin- 
kohlenhydratverbindung hydrolytisch gespalten ist, wobei das Lignin 
ausfallt. Die erwaihnte Feststellung dirfte ein schlagender Beweis fiir 
die chemische Bindung zwischen Lignin und Kohlenhydrat sein. 

7. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind fiir die Lignin- 
bestimmung von Interesse. Es ist nachgewiesen, dab man weder durch 
kurze noch durch lange Behandlungsdauer mit hochkonzentrierter 
Salzsiure eine ganz exakte Bestimmung des Lignins erreichen kann. 
Die Ligninwerte fallen immer zu niedrig aus. Durch Behandlung 
wihrend langerer Zeit erreicht man aber zuverlissigere Werte, als 
wenn die Salzsiure nur wahrend kurzer Zeit einwirkt, weil ein groBer 
Teil von dem im Anfang in Lésung gegangenen Lignin spiter wieder 
ausfallt. 

8. Die Bildung von Oxalsiure in einer Ausbeute von etwa 6 Proz. 
bei der Alkalischmelze des Salzsiurelignins und die Bildung von Bern- 
steinsiure bei der Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd wurde in Uber- 
einstimmung mit friheren Resultaten anderer Forscher nachgewiesen. 

Bei der vorliegenden Untersuchung wurden wir zum Teil von 
Herrn Stud. techn. S. Andersson experimentell unterstiitzt. 

















Uber die Lichtabsorption 
des bei der Orcinreaktion der Pentosen entstehenden Farbstoffes. 


Von 
Georg Scheff. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungarischen 
Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 29. Februar 1924.) 


Wird an reinen Pentoselésungen die Orcinreaktion nach Tollens 
ausgefiihrt und die blau bis blaugriin gefirbte Flissigkeit nach dem 
Abkihlen mit Amylalkohol (Siedepunkt 128 bis 131° C) ausgeschiittelt, 
so erhalt man oberhalb der entfirbten wisserigen Schicht eine klare 
blaue bis blaugriine amylalkoholische Schicht, die, spektroskopisch 
gepriift, einen Absorptionsstreifen aufweist, der — wie gewéhnlich an- 
gegeben wird — zwischen den Frauenhoferschen Linien C und D, 
d. h. zwischen den Spektralstellen 656 und 589,3 uu gelegen ist. Nur 
in dem Falle, wenn dieser Absorptionsstreifen vorhanden ist, soll aus 
der Farbenreaktion auf die Anwesenheit von Pentosen gefolgert werden 
dirfen. Beziiglich der genaueren Lage der maximalen Lichtabsorption 
habe ich in der Literatur bloB eine einzige Angabe ausfindig machen 
kénnen, und zwar die von Bergell und Pschorr); daher es geboten 
erschien, die Stellen der maximalen Absorption noch einmal genau 
festzustellen. 

Wird der amylalkoholische Auszug einer mit Bialschem Reagens 
behandelten Lésung von Arabinose oder Xylose mit dem Spektroskop 
gepriift, so sind eigentlich zwei Absorptionsmaxima sichtbar; das mehr 
rotwirts gelegene erstreckt sich aber so tief in das auBerste Rot, dab 
ich seine Grenze, bei Benutzung eines alten einfachen Spektralapparates, 
hier nicht erkennen konnte; violettwirts reichte er bis etwa 656,5 up. 
Der zweite Streifen lat sich nach beiden Seiten hin genauer abgrenzen : 
er reicht von etwa 624 up bis etwa 609 uu; seine Mitte ist also bei 
etwa 616,5 uu gelegen. 


1) Bergell und Pschorr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 1903. 
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Ein recht ahnliches Resultat erhielt ich auch durch die spektro- 
photometrische Prifung am roten Spektralende, die ich an diesen Lé- 
sungen mittels eines alten Kdénigschen Spektrophotometers vor- 
genommen habe. Es war dies derselbe Apparat, der von Prof. Héri 
seinerzeit kalibriert und justiert wurde und seinen im Jahre 1917 
mitgeteilten Versuchen’) gedient hatte. Als Lichtquelle diente Auer sches 
Gasglihlicht ; die Objektivspaltbreite betrug 0,10 mm. 

In nachstehender Tabelle sind die Extinktionskoeffizienten einiger 
amylalkoholischer Ausziige mitgeteilt, die aus mit Bialschem Reagens 
behandelten Arabinose- und Xyloselésungen erhalten wurden. Die 
Ablesungen wurden in der Region von 573,44u begonnen, konnten 
jedoch nicht tiber die Region 648,2 uu hinaus fortgesetzt werden, so 
daB der oben erwihnte rotwirts gelegene Absorptionsstreifen nicht 
einmal an seiner violettwiarts gelegenen Grenze angenahert wurde; 
wohl aber konnte der zweiterwihnte Streifen seiner ganzen Breite 
nach gepriift werden. Durch die Zahlen in der ersten Rubrik der Tabelle 
wird die Wellenlinge der Strahlen angegeben, die jeweils die Mitte 
des Spektralausschnittes eingenommen hatten, wobei zu bemerken ist, 
daB die Breite des Okularspaltes bei 648,2 uu einem etwa 15 uu breiten, 
bei 621,3 up einem solchen von etwa 13 uu, bei 573,4 uu aber einem 
solchen von etwa 10 up entsprochen hatte. 








Spektralstelle ; Arabinose dave Xylose 
uu I ll I 

648.2 0,905 0.969 1,122 — 
6415 _— 0,913 1,078 0,932 
634,7 0,873 0,891 1,049 0,932 
628.0 0,895 0,886 1,108 0,962 
621,3 0,905 0,897 1,132 0.978 
617,7 — — 1,151 0,993 
6154 0,900 — 1,131 0,999 
609,7 0,881 0,891 1,026 0,957 
598,2 0,795 — 0.915 0,841 
587,6 — — — 0,767 
573.4 0,618 0,618 0,804 _- 


Aus den Daten dieser Tabelle ist zu ersehen, daB sich das Maximum 
der Lichtabsorption fiir Arabinose bei etwa 617,7, fir Xylose bei etwa 
615.4 up befindet, wihrend die Priifung am Spektroskop fir beide 
616.5 up ergeben hatte. Ich werde kaum fehlgehen, wenn ich die Er- 
gebnisse der spektrophotometrischen Priifung als die genaueren ansehe, 
jedoch hinzufiige, daB die spektroskopischen Daten zur Sicherung dieses 
Ergebnisses hinzugezogen werden kénnen. 


1) P. Hari, diese Zeitschr. 82, 229, 1917. 
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Was nun die Daten von Bergell und Pschorr anbelangt, sei folgendes 
bemerkt. An der Orientierungsskala des Spektroskops, mit dem die 
genannten Autoren gearbeitet hatten, fiel die Natriumlinie auf die 
Stelle 20,0, die Lithiumlinie auf die Stelle 15,5; der Absorptionsstreifen 
im amylalkoholischen Auszuge einer mit Orcin und Salzsiure behandelten 
Lésung von , reiner groBkristallisierter 1-Arabinose** erstreckte sich nach 
links bis zum Skalenteil 17,5, nach rechts bis zum Skalenteil 18,5. 


Um diese Stellen in Wellenlange auszuwerten, kann man zuniichst 
wie folgt vorgehen. Die Teilstrecke von 15,5 bis 20,0 entspricht einem in 
Wellenlangen ausgedriickten Intervall von 671 bis 589,34u, daher jeder 
Skalenteil zwischen 15,5 und 20,0 ein Intervall von = ~ aod = 18, l50u 

a eng 20,0 — 15,5 me 
bedeutet. Auf diese Weise berechnet, ist der linke Rand des Streifens bei 
671,0 — (17,5 — 15,5) . 18,15 = 634,7; der rechte aber bei 671,0 — 
(18,5 — 15,5).18,15 = 616,544 gelegen. Vorausgesetzt, daB der Absorp- 
tionsstreifen symmetrisch ist, also seine Mitte mit der maximalen Absorption 

ys ; : ; f . 634,7 + 616,5 
zusammenfallt, ist diese in grober Anniherung bei mea aad = 625.2 uu 


gelegen. 

Dieser Art der Auswertung liegt eine einfache lineare Interpolation 
zugrunde, die aber aus dem Grunde unrichtig ist, da ja die Wellenlangen- 
intervalle, die je einem Intervalle der Orientierungsskala entsprechen, von 
Rot gegen Violett abnehmen, wie dies auch aus dem charakteristischen 
Verlaufe der Dispersionskurve je eines Spektralapparates hervorgeht. Fiir 
ganz kurze Strecken wire eine lineare Interpolation trotzdem statthaft, 
jedoch nicht auf das lange Intervall von 671 bis 589,3 au. 

Im Besitze der genauen Dispersionskurve eines im Institut befindlichen 
Kénig-Martens-Griinbaum schen Spektrophotometers, tibec das Prof. P. Hari 
seinerzeit') berichtet hatte, konnte ich auf folgende Weise eine weit genauere 
Umrechnung der Bergell und Pschorrschen Daten vornehmen. An meinem 
und am Bergell und Pschorrschen Apparate verhalten sich Na- und Li-Linien 
einerseits, Orientierungsskalen andererseits wie folgt: 





Skalenstelle bei 


Skalenstelle bei Hari Bergll und Pschorr 
Li-Linie ... 4905 15,5 
Na-Linie . . . | 4493 20,0 


folglich entsprechen einem Skalenteil des Bergell und Pschorrschen Apparates 
91,55 Skalenteile des Spektrophotometers. Dann entsprechen aber die von 
Bergell und Pschorr gefundenen Grenzen des Absorptionsstreifens 17,5 
bzw. 18,5, am Spektrophotometer den Stellen 4905 — (17,5 — 15,5). 91,55 
= 4722, bzw. 4905 — (18,5 — 15,5).91,55 = 4630 oder aber die Mitte des 
Streifens bei mir der Stelle 4676. Diese Stelle 4676 befindet sich in der 
Dispersionskurve des Spektrophotometers rotwarts hart neben der Skalen- 
stelle 4635, welch letztere einer Sb-Linie von der Wellenlange 613,0 ent- 
spricht und etwas weiter entfernt von der Skalenstelle 4593, die mit einer 


1) P. Hari, Ist das Absorptionsverhaltnis (Vierordt) ein von der Art der 
verwendeten Apparate usw. Diese Zeitschr. 95, 266, 1919. 
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Sr-Linie von der Wellenlange 605,5 zusammenfillt. (Die Stelle 4620, 
die mit einer Zn-Linie von der Wellenlange 610,3 zusammenfallt, ist zwar 
noch ni&her gelegen, doch wiirde gerade aus dem allzu geringen Unterschied 
ein gréBerer Rechnungsfehler resultieren.) Dem Skalenintervall von 
4635 — 4593 = 42 entspricht ein Wellenlangenintervall von 613,0 — 605,5 
= 7,5 uu, somit entfallen auf je einen Skalenintervall 0,18 4 und man 
erhalt durch Extrapolation fiir die kurze Strecke zwischen der Sb-Linie, 
das ist 4635 bis zu der von Bergell wid Pschorr gefundenen, von mir um- 
gerechneten Stelle 4676 ein Wellenlangenintervall von (4676 — 4635).0,18 
= 7,4 uu; woraus die gesuchte Wellenliange gleich ist 613,0 +- 7,4 620,4 uu, 

In Anbetracht dessen, daB auch die von mir ausgefiihrte zweite 
Umrechnungsart naturgemiB Fehler in sich birgt, ferner, daB die 
Orientierungsskala des von Bergell und Pschorr benutzten Apparates 
recht primitiv gewesen sein mag (dem Wellenlingenintervall von 671 
bis 589,3 uu entsprach ein Skalenintervall von 4,5 Einheiten, an dem 
von mir benutzten ebenfalls einfachen, alten Spektroskop aber 14,4 Ein- 
heiten), laBt sich die Ubereinstimmung zwischen diesen Alteren und 
meinen Angaben als zufriedenstellend erachten. 

Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter der Leitung des 
Herrn Prof. P. Hari ausgefihrt. 
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Uber spektrophotometrische Bestimmung von Pentosen. 


Von 
Georg Scheff. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungarischen 
Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 29. Februar 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die zurzeit fast einzig verwendete Methode, Pentosen quantitativ 
zu bestimmen, ist bekanntlich die von Tollens und seinen Mitarbeitern 
ausgearbeitete: sie beruht auf der Eigenschaft der Pentosen, bei der 
Destillation mit Salzsiure Furfurol zu liefern, das sich mit vorgelegtem 
Phloroglucin zu Furfurolphloroglucid kondensiert und als solches ge- 
wogen wird. 

Von der Uberzeugung durchdrungen, daB es wohl méglich wire, 
unter geeigneten Versuchsbedingungen aus der Intensitaét der Tollens- 
schen Orcinreaktion, die bislang nur qualitative Verwendung gefunden 
hat, auf die Konzentration der Pentosen zu folgern, hatte Prof. Héri 
dieses Problem zunichst Fraulein Dr. Zlisabeth Braun und, nachdem 
ihre Versuche nach einigen orientierenden Anfangserfolgen abgebrochen 
wurden, mir als Arbeitsthema aufgetragen. 

Das Prinzip der neuen Bestimmungsart ist ein einfaches: es wird 
die Tollenssche Orcinreaktion unter den weiter unten anzufiihrenden 
Modalititen ausgefihrt und der Extinktionskoeffizient des amyl- 
alkoholischen Auszuges an einer geeigneten Spektralstelle bestimmt. 

Handelt es sich um einen Farbstoff, der aus dem Ausgangsprodukt 
oder aus den Komponenten in proportionalen Mengen entsteht, ist es 
ein Einfaches, aus dem Extinktionskoeffizienten und dem bekannten 
oder leicht zv bestimmenden Absorptionsverhiltnis (Vierordt) die 
Konzentration zu berechnen. Beziiglich des bei der Orcinreaktion 
entstehenden Farbstoffes war eine solche Proportionalitét nicht be- 
stimmt zu erwarten; doch war Aussicht vorhanden, daB sich, falls 
sich keine technischen Schwierigkeiten ergeben, fir die verschiedenen 
Pentosekonzentrationen Extinktionskoeffizienten ermitteln lassen 
werden, die, zu Tabellen vereinigt, sich ebenso wie die bekannten Tabellen 
von Kréber verwendep lassen, ohne daB das recht umstandliche Destil- 
lationsverfahren ausgefiihrt werden mubBte. 
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A. Das neue Verfahren. 

Ich will zunichst das fertige Verfahren schildern, wie es sich all- 
mahlich herausgebildet hat, sodann einzeln begriinden, warum so und 
nicht anders vorgegangen werden muBte. 

Es werden in einem Reagenzglase genau abgemessene 4 ccm des 
Bialschen Reagens (1g Orcin in 500 ccm 30proz. Selzsiure gelist, 
hierzu 25 Tropfen einer 10proz. Lésung von Eisenchlorid) und 1 ccm 
der zu untersuchenden Lésung vermischt, das Reagenzglas in ein stark 
siedendes Wasserbad (am besten ein mit 300 ccm beschicktes Becher- 
glas) so tief verserkt, daB sein unteres Ende etwa 2cm tiber dem 
Boden des Wasserbades sich befindet, eine Minute nach dem Ver- 
senken mittels eines mit Stanniol tiberzogenen Korkes verschlossen, 
genau 10 Minuten nach dem Einsetzen herausgenommen und unter 
einem kraftigen Leitungswasserstrah] 3 Minuten lang gekihit. Nun 
l4Bt man aus einer Biirette ein genau abgelesenes Volumen furfurol- 
freien Amylalkohols (Siedepunkt 128 bis 131° C) hinzuflieBen, schwenkt 
zwei- bis dreimal um (nicht schiitteln!) und l4Bt bis zur Entmischung, 
die in 10 Minuten einzutreten pflegt, stehen. Die Menge des hinzu- 
gefiigten Amylalkohols muB so bemessen sein, daB die resultierende 
Farbstofflésung nicht zu verdiinnt (hell) und nicht zu konzentriert 
(dunkel) sei, da sonst die spektrophotometrische Priifung erschwert, 
ja vereitelt werden kénnte. 

Da es sich um wenig Amylalkohol handelt, ist es besser, nicht 
das von Martens und Griinbaum modifizierte Kénigsche Spektrophoto- 
meter mit der groBen Beleuchtungsvorrichtung und die hierzu gehérenden 
relativ groBen Réhren, sondern irgend eine Einrichtung zu verwenden, 
bei der die zu untersuchende Fliissigkeit in die viel kleineren Trége 
mit dem Schulzschen Kérper eingefillt wird. Es geniigen hierzu 3 ccm 
des Auszuges, die mittels einer Pipette abgehoben werden. 


B. Einzelheiten meines Verfahrens. 

Ausfiithrung der Reaktion mit Orcin und Salzsdure. Obzwar ich zurzeit 
noch weit davon entfernt bin, mein Verfahren zur quantitativen Bestimmung 
der Pentosen im Harne verwenden zu kénnen, erschien es mir doch geboten, 
das Verfahren so auszuarbeiten bzw. solche Reaktionsbedingungen zu 
schaffen, daB andere im Harne vorkommende Bestandteile an der Reaktion 
unbeteiligt bleiben. Solche Bestandteile sind die Glucuronséuren, in deren 
Gegenwart die urspriingliche Orcinreaktion auch in Abwesenheit von Pen- 
tosen positiv ausfaillt, wahrend dieselbe nach Bial unter den von ihm vor- 
geschriebenen Modalitéten ohne Pentosen ein negatives Ergebnis liefert. 
Versucht man aber die Pentosen quantitattv zu bestimmen, so fiihrt die 
Bialsche Probe — 4 ccm des Reagens werden aufgekocht und 1 cem der 
zu untersuchenden Lésung hinzugefiigt — ebenso wenig zum Ziele, wie 
langeres Kochen des Gemisches iiber freier Flamme; denn in keinem der 
beiden Fille erhalt man an gleich konzentrierten Pentosenlésungen gleich 
stark gefiirbte amylalkoholische Ausziige; wohl aber, wenn das Pentose- 
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Salzsiure-Orcin-Gemisch im Reagenzglase indirekt, durch Versenken in 
ein Wasserbad linger als nach Bial, doch nicht so lange erhitzt wird, daB 
sich auch andere Farbstoffe, die sehr stérend wirken, bilden kénnen. Durch 
vergleichende Untersuchungen konnte ich ermitteln, daS8 man durch 
10 Minuten langes indirektes Erhitzen die besten Resultate, und an gleich 
konzentrierten Pentoselésungen in Parallelbestimmungen gut iiberein- 
stimmende Resultate erhilt. 

Um eine Konzentrationsaénderung im Gemische wahrend des Erhitzens 
hintanzuhalten, soll das Reagenzglas verschlossen gehalten werden; um aber 
keinen allzu hohen Druck iiber der Fliissigkeit entstehen zu lassen, ver- 
schlieBt man das Reagenzglas erst, nachdem die Fliissigkeit bereits recht warm 
geworden ist. Dies ist erfahrungsgema8 nach etwa | Minute bereits der Fall. 

Konzentration der verwendeten Salzsdure. Es ist fiir die Menge des aus 
der Pentose abgespaltenen Furfurols, daher auch fiir die des entstehenden 
gefarbten Kondensationsproduktes durchaus nicht gleichgiiltig, welche 
Konzentration die bei der Reaktion verwendete Salzsiure hat. Wie aus 
nachstehender Zusammenstellung ersichtlich, betrugen die an der Spektral- 
stelle 617,7 uu bestimmten, nach 8.97 umgerechneten Extinktionskoef- 
fizienten: 











An einer Arabinoselésung mit 24,7 Proz. _ mit 29,9 Proz. mit 35,5 Proz. 


ee HCL HCL HCL 
0,105 94 21,3 21,4 
0.131 12.8 22'4 - 
0.187 13.9 25.0 27.8 
0,394 192 31.6 39.2 
0,525 20/0 33.3 ne 


Es ist also durchaus geboten, sich diesbeziiglich strenge an die Vor- 
schrift von Bial zu halten und stets 30proz. Salzsiure zu verwenden. 

Kiihlen des Reaktionsgemisches. Energisches Kiihlen nach vollendeter 
Reaktion ist aus zwei Griinden nétig. Einerseits findet glatte Scheidung 
der beiden Phasen — wiisserig-salzsaure und amylalkoholische — nur statt, 
wenn gut gekiihlt war; andererseits geht die Farbstoffbildung in der nur 
allmahlich erkaltenden Fliissigkeit noch weiter, und zwar in den verschiedenen 
Proben nicht gleichmaBig vor sich, demzufolge die Ergebnisse auch an gleich 
stark konzentrierten Pentoselésungen ungleich ausfallen kénnen. Wird 
jedoch rasch und energisch gekiihit, so kommt der Proze8 rasch und in 
allen Proben anni&hernd zur selben Zeit zum Stillstand, demzufolge auch die 
Parallelbestimmungen gleiche Ergebnisse liefern. 

Furfurolgehalt des zur Extraktion verwendeten Amylalkohols. Versetzt 
man furfurolhaltigen Amylalkohot mit Bialschem Reagens, schwenkt um 
und erhitzt, so entsteht je nach dem stiarkeren oder geringeren Furfurol- 
gehalt eine mehr oder minder starke Griinblaufarbung der Amylalkohol- 
schicht. Handelt es sich um Beimengung geringer Mengen von Furfurol, 
so kann man die Lichtabsorption des aus diesem entstehenden Farbstoffes 
in eigens zu diesem Zwecke ausgefiihrten Versuchen bestimmen und von 
dem Ergebnis, das man an der Pentoselésung erhalt, in Abzug bringen. 
Diese Korrektion darf jedoch nicht mehr als 2 bis 3 Proz. des an der Pentose- 
lésung erhaltenen Extinktionskoeffizienten ausmachen. Ist der Furfurol- 
gehalt des Amylalkohols gréBer, so ist er nicht zu verwenden, denn zwischen 
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dem Furfurol einerseits und dem gelésten Orcin andererseits, den der 
Amylalkohol beim Ausschiitteln aufgenommen hat, geht der Kondensations- 
prozeB immerzu noch weiter vor sich, so da8 kein konstantes Resultat 
erhalten werden kann. 

Vorbereitung zur spektrophotometrischen Priifung. Wird der amyl- 
alkoholische Auszug einer mit dem Bialschen Reagens behandelten Pentose- 
lésung zu konzentriert (dunkel) befunden, um spektrophotometrisch gepriift 
werden zu kénnen, so ist es ein Einfaches und Selbstverstandliches — 
méchte man meinen — den Auszug bis zur entsprechenden Aufhellung mit 
Amylalkohol zu verdiinnen. Man wird sich jedoch alsbald davon iiberzeugen, 
da8 dies untunlich ist, denn nicht nur die Farbungsintensitdt des Auszuges 
wird auf diese Weise verindert, sondern auch dessen Farbentfon, so daB 
man ganz falsche Resultate erhalt. Die Ursache dieser Erscheinung liegt, 
wie sich herausgestellt hat, darin, daB der charakteristische Farbenton 
nur jin dem Salzsiure (und Orcin) enthaltenden und mit diesen Stoffen 
offenbar gesiattigten Amylalkohol bestehen bleibt, sich aber sofort veraindert, 
wenn deren Konzentration im Amylalkohol durch die Verdiinnung herab 
gesetzt wird. Aus diesem Grunde ist es unstatthaft, den amylalkoholischen 
Auszug erst abzuheben und dann zu verdiinnen; vielmehr mu8 Amylalkohol 
in genau bekannten Mengen zum dunklen Auszvg hinzugefiigt werden, 
so lange dieser noch iiber der wisserig-salzsauren Fliissigkeit steht. Am 
besten ist es, den Amylalkohol kubikzentimeterweise hinzuzufiigen und 
jedesmal zwei: bis dreimal umzuschwenken; nach einiger Ubung wird man 
es weg haben, beurteilen zu kiénnen, wann der Auszug hinreichend hell 
geworden ist. 

Ausfiihrung der spektrophotometrischen Ablesungen. Es hatten sich in 
den ersten orientierender. Versuchen Unstimmigkeiten daraus ergeben, daB 
ich mit den spektrophotometrischen Ablesungen sofort, nachdem der Trog 
mit dem amylalkoholischen Auszuge zwischen Lichtquelle und Objektivspalt 
eingesetzt war, begann. Denn, wie es sich herausgestellt hat, ist das ge- 
farbte Kondensationsprodukt nicht lichtbestaéndig, vielmehr nimmt seine 
Lichtabsorption unter Einwirkung des Lichtes rasch ab. Doch dauert 
diese Abnahme nicht lange; wartet man die von mir vorgeschriebenen 
5 Minuten ab, so ist die Lichtabsorption nunmehr als praktisch konstant 
anzusehen. Ich habe die Bestimmungen an einem Alteren Kénigschen 
Spektrophotometer vorgenommen, am selben Apparat, der von Prof. Hari 
kalibriert und justiert wurde und zu seinen im Jahre 1917 mitgeteilten 
Versuchen') gedient hatte. Die Ablesungen erfolgten auf der Héhe der 
maximalen Absorption, und zwar an der Spektralstelle 617,7 44*). Gleich 
nachher wird diese Bestimmung am reinen Lésungsmittel (Amylalkohol) 
ausgefiihrt. 

Berechnung der Konzentration aus dem Extinktionskoeffizienten. Wird, 
wie in meinen Versuchen, die Fliissigkeit im alten Adnigschen Spektro- 
photometer untersucht und betrigt der im amylalkoholischen Auszug 
abgelesene Winkel 8°, der am Lésungsmittel Amylalkohol abgelesene ©@°, 
so ist der Extinktionskoeffizient & 
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1) P. Hari, Beitriige zur Lichtabsorption des Oxyhiimoglobins. Diese 


Zeitschr. 82, 229, 1917. 
2) Siehe meine vorangehende Arbeit. Diese Zeitschr. 147, 90, 1924. 
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Die Berechnung der Konzentration aus den Extinktionskoeffizienten 
geschieht auf Grund der Formel c = €A. In dieser Formel bedeutet c 
nach Vierordt die in Grammen ausgedriickte Menge des Stoffes, die in lcem 
der Lésung enthalten ist, A aber eine fiir je einen Farbstoff an einer be- 
stimmten — jedoch nur an dieser — Spektralstelle charakteristische 
Konstante. Fiir den amylalkoholischen Auszug des bei der Pentosereaktion 
entstehenden Farbstoffs l48t sich eine solche Konstante A leider nicht 
verwenden, da, wie bereits eingangs erwahnt, bei verschiedenen Pentose- 
konzentrationen der Farbstoff nicht in proportionalen Mengen gebildet 
wird. 

Diese Schwierigkeit habe ich dadurch umgangen, daB ich in den amy!l- 
alkoholischen Ausziigen der mit Bialschem Reagens behandelten Pentose- 
lésungen verschiedenster Konzentration die Extinktionskoeffizienten be- 
stimmte; beziiglich jeder einzelnen Pentosekonzentration besteht dann die 
Gleichung 

ce = e.K, 


wobei K eine ahnliche Bedeutung hat, wie das Vierordtsche Absorptions- 
verhaltnis A, mit dem Unterschiede, daB AK jeweils nur fiir eine ganz be- 
stimmte Pentosekonzentration giiltig ist; c aber, um die Rechnung einfacher 
zu gestalten, nicht die oben erwihnte, von Vierordt gegebene Bedeutung 
hat, sondern einfach die prozentuale Konzentration anzeigt. Aus der 
allgemeinen Formel 

c= 6.k 
folgt dann, daB 

eo 


c . 

“tee 

Diese Werte von K wurden in einer Anzahl von Versuchen bestimmt, 
muB8ten jedoch einer Korrektion aus folgendem Grunde unterzogen werden. 
Da der in leem der Zuckerlésung entstandene Farbstoff in 10, oder in 15, 
oder im allgemeinen in v ccm Amylalkohol iibertragen wird, ist der aus 
den abgelesenen Winkelgraden berechnete Extinktionskoeffizient bloB der 
zehnte bzw. fiinfzehnte bzw. v-te Teil des Extinktionskoeffizienten, der 





i} Volumen 
. ‘ . , Volumen des hinzu- f P 
Salzsaure-Orcingemisch | gefiigten Amylalkohols des wy 


com HI ccm com 
5 5 6.4 
5 | 10 12,3 
5 | 15 18,2 
5 20 23.6 
5 25 29.0 
5 30 33,9 


der Zuckerlésung tatsachlich zukommt. Es muBte also an Stelle von € gesetzt 
werden: 10.€ bzw. 15.€ bzw. v.€. Nun hat sich aber des weiteren heraus- 
gestelit, dai beim Umschwenken des Amylalkohols mit der wasserig- 
salzsauren Schicht das Volumen des Amylalkohols auf Kosten der 
anderen Schicht zunimmt. Es 148t sich also das wahre Volumen des 
Amylalkohols, in dem das gefirbte Kondensationsprodukt gelést ist, 
durch Multiplikation des hinzugefiigten Volumens v mit einem Faktor / 
ermitteln. Die den verschiedenen Amylalkoholvolumina entsprechenden 
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Faktoren / sind in Tabelle II auf S. 101 zusammengestellt; sie sind aus 
obigen Versuchen durch Interpolation erhalten. Aus diesen Griinden 


muBte obige Formel durch folgende ersetzt werden: 
~ c 
K aS 


o. 7.8 


Von den verschiedenen Pentosen waren mir bloB Arabinose (Merck 
und Schuchardt) und Xylose (Schuchardt) zugingig. Etwa 0,5 g des Zuckers 
wurden bei 65°C im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, eine 
genau abgewogene Menge in 50 cem destillierten Wassers gelést, von dieser 
Stammlésung verschiedene Verdiinnungen hergestellt, an ihnen die Orcin- 
reaktion nach den von mir gegebenen Vorschriften ausgefiihrt, am amyl 
alkoholischen Auszuge die spektrophotometrische Bestimmung vorgenommen 


und die Werte von K nach der Formel K = oT berechnet. Die Ergebnisse 


dieser Bestimmungen sind in Tabelle I zusammengestellt. 


C. Konzentrationsbestimmung in Arabinose- und Xyloselésungen. 


Um eine Reihe von Zahlen go 
zu erhalten, in der die aus den ¢ 
unvermeidlichen Versuchsfeblern ' 
resultierenden Unstimmigkeiten 
mdéglichst ausgemerzt sind und 
durch die es erméglicht wird, aus 
den Extinktionskoeffizienten die 
prozentuale Konzentration einer 
Pentoselésung einfach abzulesen, | 
habe ich die im letzten Stabe der 
Tabelle I enthaltenen Werte K in goz200 
ein Koordinatensystem als Ordi- 
naten aufgetragen und die prozen- 
tualen Pentosekonzentrationen 4, 
auf der Abszissenachse  ver- 
zeichnet. Aus der auf diese r 
Weise erhaltenen Kurve, die 
allerdings an manchen nicht 
recht stimmenden Punkten rechts : 
oder links vorbeigezogen werden 
muBte, lieBen sich fiir Arabinose 9600 |- 
die in Tabelle III, fiir Xylose 
die in Tabelle IV verzeichneten 
Werte ermitteln, wobei nur die 220 D=d7 
fettgedruckten das Ergebnis einer 
graphischen Interpolation dar- 
stellen, wahrend die dazwischen liegenden einfach linear interpoliert 
sind. Aus diesen durch die graphische Interpolation richtiger gestellten 

7* 


- 


2.01600 }- 





20100 


2,00800 }— 
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Werten von K lieBen sich nunmehr entsprechende Werte fiir ¢ ermitteln, 


indem aus 


S =n c 


v.f.e’ 
Tabelle I. 





Konzen- 
Verwendete Pentose tration 


Proz. 


Arabinose (Schuchardt) 0,0962 


(Merck). . . | 0,115 
(Schuchardt). | 0.131 


(Merck). . . | 0,165 
(Schuchardt . 0,187 


(Merck). . . | 0,247 
(Schuchardt) . 0,262 


(Merck). . . | 0,371 
(Schuchardt) . 0,394 


ba) 


ba) 


sz3z23 ss seu seswuesesese ese seuss 


” 


Xylose (Schuchardt) . . 0,104 


0,474 
0,526 
0,630 


sss sv vw vee eee se 


ee ee ee oe oe oe oe oe oe oe oe oe | 
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Slanted ee ee ee ee ee ee ee ee ee ee ee ee ee es 
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G33) 


0,004 63 
0,004 93 
0,004 97 
0,005 23 
0,005 85 
0,005 89 
0.006 20 
0,006 38 
0,007 47 
0,007 83 
0,009 02 
0,009 93 
0,010 19 
0,011 99 
0,012 49 
0,014 83 
0,015 75 
0,017 63 


0,004 58 
0,004 80 
0,004 83 
0,005 54 
0,006 30 
0,006 44 
0,007 42 
0,007 31 
0,007 42 
0,008 27 
0,008 11 
0,009 32 
0,011 38 
0,012 28") 
0,013 36°) 


1) In diesen beiden Versuchen wurden von 5 ccm Orcin-Salzsiure-Pentosegemisch 2!/, ccm 


mit 19 bzw. 20 ccm Amylalkobol extrahiert, daher K = 


—- — *) Extrapoliert. 


Diese Werte sind im dritten und sechsten Stabe der Tabellen IIT 
und IV enthalten. 
Soll also in einem gegebenen Falle die Konzentration einer Ara- 
binose- oder Xyloselésung bestimmt werden, so fiihrt man die Orcin- 
reaktion nach der von mir gegebenen Vorschrift aus, extrahiert mit 
einem angemessenen Volumen Amylalkohol, bestimmt in diesem Aus- 
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zuge den Extinktionskoeffizienten ¢, entnimmt der Tabelle II den 
dem Amylalkoholvolumen v entsprechenden Faktor / und liest einfach 
in Tabelle III oder IV die Pentosekonzentration (erster bzw. vierter 
Stab) ab, die dem Werte v./.e (dritter und sechster Stab) entspricht. 











Tabelle II. 
Zu 5 com der H Cl-Orcin- Zu 5 com der H Cl-Orcin« 
Pentoselésung hinzu- f Pentoselésung hinzu- f 
gefugter Amylalkohl getigter Amylalkohol 
t t 
5 1,28 18 1,20 
6 1,27 19 1,20 
7 1,27 20 1,19 
8 1,26 21 1,18 
9 1,26 22 1,18 
10 1,25 23 1,17 
1] 1,24 24 1,17 
12 1,24 25 1,16 
13 1,23 26 1,15 
14 1,23 27 1,15 
15 1,22 28 1,14 
16 1,21 29 1,14 
17 :- 2 30 1,13 
Tabelle III. Arabinose. 
Konzentration k °.f.¢ Konzentration k e.f.s 
Proz. Proz. 
0,10 0,004 72 21,18 0,38 0,012 27 30,97 
0,11 0,005 03 21,87 0,39 0,012 50 31,20 
0,12 0,005 34 22,47 0.40 0,012 72 31,45 
0,13 0,005 65 23,01 0,41 0,012 94 31,69 
0,14 0,005 96 23,49 0,42 0,013 15 31,94 
0.15 0,006 27 23,92 0,43 0,013 37 32,16 
0.16 0,006 57 24.35 0.44 0.013 58 32,40 
0,17 9,006 86 24.78 0,45 0,018 80 32,61 
0.18 0,007 16 25,14 0,46 0,014 01 32,83 
0,19 0,007 45 25,50 0,47 0,014 22 33,05 
0,20 0,007 75 25,81 0,48 0,014 438 33,26 
0,21 0,008 02 26,18 0,49 0,014 64 33,47 
0,22 0,008 29 26,54 0.50 0,014 85 33,67 
0,23 0,008 56 26,87 051 0,015 05 33,89 
0,24 0,008 83 27,18 0,52 0,015 25 34,10 
0.25 0,009 10 27,47 0,53 0,015 45 34,31 
0,26 0,009 36 27,78 0,54 0,015 65 34,50 
0,27 0,009 62 28,07 0.55 0,015 85 34,70 
0,28 0,009 88 28,34 0,56 0,016 04 34,91 
0,29 0,010 14 28,60 0,57 0,016 23 35,12 
0,30 0,010 40 28,84 0,58 0,016 42 35,32 
0,31 0,010 64 29,14 0,59 0,016 61 35,52 
0,32 0,010 88 29,41 0,60 0,016 80 35,71 
0,33 0,011 12 29,68 0,61 0,016 98 35,92 
0,34 0,011 36 29,92 0,62 0,017 16 36,13 
0.35 0,011 60 30,17 0,63 0,017 34 36,33 
0,36 0,011 82 30,46 0,64 0,017 52 36,53 
0,37 0,012 05 30,71 0.65 0,017 70 36,72 
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Tabelle IV. 
Xylose. 

Konzentration K o.f.8 Konzentration K v.f.s 
Proz. Proz. 
0,10 0,004 45 22,47 0,38 0,009 72 39,09 
0,11 0,004 66 23,60 0,39 0,009 88 39,47 
0,12 0,004 87 24.64 0,40 0,010 05 39,80 
0,13 0,005 08 25,59 0,41 0,010 21 40,16 
0,14 0,005 29 26,46 0,42 0,010 37 40,50 
0,15 0,005 50 27,27 0,43 0,010 53 40,84 
0,16 0,005 70 28,07 0,44 0,010 69 41,16 
0,17 0,005 90 28,81 0,45 0,010 85 41,47 
0,18 0,006 10 29,51 0,46 0,011 00 41,82 
0,19 0,006 30 30,16 0,47 0,011 16 42,11 
0,20 0,006 50 30,77 0,48 0,011 31 42,44 
0,21 0,006 69 31,39 0,49 0,011 47 42,72 
0,22 0,006 88 31,98 0,50 0.011 62 43,03 
0,23 0,007 07 32,53 0,51 0,011 78 43,30 
0,24 0,007 26 33,06 0,52 0,011 93 43,59 
0,25 0,007 45 33,56 0,53 0,012 09 43,84 
0,26 0,007 63 34,08 0,54 0,012 24 44,12 
0,27 0,007 82 34,53 0.55 0,012 40 44.36 
0.28 0,008 00 35,00 0.56 0,012 5 44,66 
0,29 0,008 19 35,41 0,57 0,012 69 44,92 
0.30 0,008 87 35,84 0.58 0,012 83 45.21 
0,31 || 0,008 54 36,30 0,59 0,012 98 45,46 
0,32 0,008 71 36,74 0,60 0,013 12 45,73 
0,33 0,008 88 | 37,16 0,61 0,013 26 46,00 
0,34 0,009 05 | 37,57 0,62 0,013 39 46,30 
0,35 i 0,009 22 37,96 0,63 0,013 53 46,56 
0,36 | 0,00939 | 38,34 0,64 0,013 66 46,85 
0,37 | 0,00955 | 38,74 0,65 0,018 80 47,10 


3 
Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. P. Héri ausgefihrt. 





Studien iiber parenterale Resorption’). 


I. Mitteilung: 


Resorption aus der Bauchhéhle unter normalen Bedingungen. 


Von 


N. Okuneff. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie an det 
militar-medizinischen Akademie zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 29. Februar 1924.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Manche Fragen der parenteralen Resorption sind trotz der ein- 
gehenden Untersuchungen auf diesem Gebiete von Starling*), Ham- 
burger*), Asher*), Roth®) u. a. bis jetzt noch sehr wenig geklirt. So 
wissen wir z. B. sehr wenig von der parenteralen Resorption kolloidaler 
Stoffe, worauf auch Friedemann®*) in seinem Sammelreferat tiber die 
parenterale Resorption hinweist. Ferner bleiben bis jetzt die Mengen- 
verhaltnisse der resorbierten Substanz im Blute in den verschiedenen 
Zeitperioden des Resorptionsprozesses fast ganz unbekannt. Diese 
Fragen erscheinen aber nicht nur vom theoretischen, sondern auch 
vom praktischen Standpunkte aus von Wichtigkeit. 

Nun sind die gewéhnlich bei Resorptionsstudien angewandten 
Methoden gerade fiir die Beantwortung der erwaihnten Fragen wenig 
geeignet. Denn Stoffe, die gewéhnlich in den Versuchen tiber paren- 
terale Resorptioa gebraucht werden, stellen verschiedene Salze oder 
kristallinische Farbstoffe dar, deren exakte quantitative Bestimmungen 
in kleinen Blutmengen technisch nicht leicht ausfihrbar sind. Die 
vorliegende Arbeit stellt einen Versuch dar, die angedeuteten Fragen 
der parenteralen Resorption unter Anwendung einer kolorimetrischen 
Methodik nachzuforschen. Die Grundidee dieser Methodik besteht in 


1) Im Auszuge vorgetragen in der Sitzung der Russ. Pathol. Gesellsch. 
am 14. Oktober 1921, siehe Miinch. med. Wochenschr. 1921, Nr. 47. 

2) Starling, Journ. of Physiol. 1897— 1898, Nr. 22. 

3) Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre 2, 1904. 

*) Asher, diese Zeitschr. 45, 45, 1908. 

5) Roth, Arch. f. (Anat. u.) Phys. 1899, 8S. 416. 

*) Friedemann, Oppenheimers Handb. d. Biochem. 8, 1909. 
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folgendem. Es werden in die Kérperhéhle bzw. Gewebe, wo die Resorp- 
tionserscheinungen studiert werden sollen, z. B. gegebenenfalls in die 
Bauchhoéhle, genau bestimmte Mengen der Lésung eines kolloidalen 
Farbstoffs: injiziert. Nach verschiedenen Zeitintervallen wigd einer der 
peripherischen Venen Blut entnommen. In dem gewonnenen Blute 
bzw. Plasma wird die Menge der enthaltenen Farbe kolorimetrisch 
bestimmt. Auf solche Weise wird die Méglichkeit gegeben, die Resorp- 
tion eines kolloidalen Stoffes vom quantitativen Standpunkte aus zu ver- 
folgen. 

Die vorliegende erste Mitteilung enthalt die Besprechung der 
Versuche, die speziell die Resorption aus der Bauchhéhle, und zwar 
in normalem Zustande, betreffen. 

Farbstoffe wurden schon seit langerer Zeit bei den Resorptionstudien 
gebraucht (siehe Magendie, J. Miiller u. a.), gewéhnlich aber nur, um die 


Wege der Resorption festzustellen. Es wurden dabei von einigen Autoren 
eventuell auch Beobachtungen iiber den Gehalt der resorbierten Substanz 


* im Blute gemacht. So haben Starling und Tubby) sowie Mendel *) Indigo- 


carmin, welches in die Bauchhéhle injiziert wurde, im Blutplasma und in 
der Lymphe wiedergefunden. Dandy und Rowntree*) fiihrten auch einige, 
aber nicht systematische, quantitative Bestimmungen im Blute des aus der 
Bauchhéhle resorbierten Phenolsulfophthaleins mit Hilfe der Kolorimetrie 
aus. Hara*) hat die Resorption der Farbe Fluorescein aus der Bauchhéhle 
nach dem Auftreten der Ehrlichschen Linie in der vorderen Augenkammer 
studiert. Diese Methode, die vom Verfasser als eine .,neue‘’ bezeichnet 
wird, wurde tatsichlich schon im Jahre 1916 von Rosenow®) in seinen Ver- 
suchen tiber die interstitielle Resorption gebraucht. Speziell tiber die Re- 
sorption von Trypanblau finden wir einige Angaben in den Arbeiten von 
Bouchard *), Goldmann’), Schulemann®*), Méllendorj/*), Shipley und Cunning- 
ham™)und Putnam"). Systematische quantitative Bestimmungen der Farbe 
im Blute fehlen aber diesen Arbeiten ganz. Mdllendorff hat einige fliichtige 
Beobachtungen iiber die angebliche Farbenkonzentration im Blute bei der 
Resorption von Trypanblau aus dem subkutanen Bindegewebe gemacht. 
Shipley und Cunningham beobachteten die Resorption einer | proz. Lésung von 
Trypanblau durch das Omentum majus beim lebendigen Tiere, wobei das 
Netz in die Farbenlisung eingetaucht wurde. Verfasser meinen, daB die 
Resorption dieser Farbe durch die BlutgefaBe stattfindet. Neuerdings hat 





1) Starling und Tubby, Journ. of Physiol. 1894, Nr. 16. 

*) Mendel, Amer. Journ. of Phys. 2, 4, 1899. 

8) Dandy und Rowntree, Beitr. z. klin. Chir. 87, 1913. 

4) Hara, diese Zeitschr. 126, 281, 1921/22. 

5) Rosenow, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 4, 1916. 

°) Bouchard, Ann. de l’Inst. Pasteur 20, 1906. 

7) Goldmann, Beitr. z. klin. Chir. 64, 1909. 

8) Schulemann, Arch. d. Pharm. 250, 1912; diese Zeitschr. 80, 1917. 

®) Moéllendorjf, Anat. Anzeiger 58, 1, 1915/16. 

©) Shipley und Cunningham, The Amer. Journ. of Phys. 40, 1916. 

“) Putnam, ebendaselbst 1923, Nr. 3; Ref. Congress Zentralbl. f. inn. 
Med. 1, 7, 1924. 
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Putnam die Resorption von Trypanblau und Pyrrholblau aus der Bauch- 
héhle beobachtet. Verfasser fand, daB die Farben nach intravendéser Injektion 
im Peritonealraum nicht erscheinen. Da in Untersuchungen von Putnam 
hauptsachlich das Schicksal der eingespritzten Farbenlésungen am Re- 
sorptionsorte, d.h. in der Bauchhéhle, betrachtet wird, nicht aber die 
Mengenverhaltnisse der Farbe im Blute, wollen wir die auafiihriichere 
Besprechung dieser Art ait fiir die folgende Mitteilung vorbehalten. 


Eigene Untersuchungen. 
Die Methode meiner Untersuchungen war folgende. 


Als kolloidaler Farbstoff wurde der Farbstoff Trypanblau (Griibler) 
gewahit. Dieser Farbstoff lést sich leicht in Wasser und in physiologischer 
NaCl-Lésung, wird von den Versuchstieren — Kaninchen — gut vertragen 
und gehért zu den blauen Farbstoffen, was auch wichtig ist, da dieser Farben- 
ton im tierischen Organismus nicht vorkommt. Trypanblau gehért zu den 
hydrophilen Kolloiden und besitzt als solches die Eigenschaft, vital zu farben 
[Schulemann')], d. h. wird von den Zellen des tierischen Organismus in 
der einen oder der anderen Form aufgenommen?). Die Farbe wurde in Form 
einer 1 bis 2proz. Lésung (in physiologischer NaCl-Lésung) den Kaninchen 
in die Bauchhdhle injiziert, wobei die Méglichkeit des Einstechens der Nadel 
in den Darm stets im Auge behalten wurde. Um dieses zu vermeiden, 
wurden die Injektionen nach der Methode von Achard und Gaillard*) 
(Durchstechen einer aus den Geweben der Bauchwand gebildeten Falte) 
ausgefiihrt. Ubrigens wurde in jedem Versuche auf das Erscheinen des 
Farbstoffs in den Exkrementen geachtet, so daB eine Einspritzung der 
Farbe in den Darm leicht entdeckt werden konnte. Wie bei der Herstellung 
der Farbenlésung, so auch besonders bei der Injektion wurde der Genauigkeit 
der Dosierung viel Gewicht beigelegt. Fiir die Injektion der Farbenlésung 
gebrauchte ich die Lieberg sche Spritze, die eine sehr genaue Dosierung erlaubt. 
In verschiedenen Zeitintervallen nach der Injektion (von 2 bis 3 Minuten 
angefangen bis zu mehreren Tagen) wurden der Jugularvene 0,5 ccm 
Blut entnommen, wozu eine bis 0,01 ccm tarierte Pipette verwendet wurde. 
In einigen unten ausfiihrlicher zu besprechenden Versuchen wurde das Blut 
auch der Art. carotis entnommen. Das Blut wurde im Gemisch mit einer 
2proz. Lésung von Natrium citricum zentrifugiert und das Trypanblau 
enthaltende Blutplasma kolorimetriert. Fiir kolorimetrische Bestimmungen 
diente das Authenrieth-Koenigsbergsche Kolorimeter, wobei der Standard- 
lésung der Farbe (1: 50000) eine 4% proz. Gelatinelésung beigemengt wurde. 
Letzteres Verfahren war notwendig, um gleiche Farbenténe des gefarbten 
Plasmas und der Standardlésung zu erzielen (vgl. Liiers). Nach der iiblichen 
Eichung des Kolorimeters konnten kolorimetrische Bestimmungen des 
Gehaltes der Farbe im Plasma in Milligramm pro 100 ccm ausgefiilrt 
werden. Die angebliche Fehlergrenze solcher kolorimetrischen Bestimmungen 
des Farbengehaltes im Plasma war unter 0,1 mg, was spezielle Kontroll- 


1) Schulemann, 1. c. 

2) Zum Unterschiede von vielen anderen Farbstoffen [auch Kolloidalen, 
wie z. B. Pyrrholblau (Karczag, diese Zeitschr. 138, H. 4/6, 344, 1923)] 
wird Trypanblau nach meinen Beobachtungen durch das Blutplasma nicht 
entfarbt. 

8) Achard und Gaillard, Arch. d. med. exper. et de l’anat. patho]. 17, 1905. 
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bestimmungen erwiesen haben. Aus den fiir die Farbenkonzentration im 
Blute erhaltenen Zahlen wurde die Gewichtsmenge des Farbstoffs im ganzen 
Plasma- bzw. Blutvolumen des betreffenden Versuchstieres berechnet. 
Die gesamte Blutmenge berechnete ich mit 6 Proz. des Kérpergewichtes, 
das Plasma = 52 Proz. der Blutmenge (Hover). Bestimmungen des relativen 
Blutkérperchenvolumens mit Hiaimatokriten wurden nicht ausgefiihrt, da 
letzteres Verfahren relativ groBe Blutentnahmen fordert, die wir zu ver- 
meiden suchten. Die Endresultate der Versuche wurden in Zahlen aus- 
gedriickt, welche das Verhaltnis des im Gesamtblut bzw. Plasma enthaltenen 
Farbstoffs (in Milligrammen) zur eingefiihrten Gewichtsmenge desselben in 
Prozenten angaben. 


I. Das erste Erscheinen des Farbstoffs im Blute nach 
intraperitonealer Injektion. 

Spezielle Versuche (fiinf), in denen Blutuntersuchungen jede 2 bis 
3 Minuten nach der Injektion wahrend der ersten 10 bis 15 Minuten 
gemacht wurden, zeigten, da8 die ersten Spuren des Farbstoffs im Blute 
schon 2 bis 3 Minuten nach der Injektion nachgewiesen werden kénnen ; 
bei kleineren Dosen der eingefiihrten Farbe — unter 0,1 g — erscheinen 
sie etwas spiter, 4 bis 5 Minuten nach der Injektion. DaB es in diesen 
Versuchen wirklich um die Resorption der Farbe aus der Bauchhéhle 
sich handelte, nicht aber um das direkte Eintreten der Farbe ins GefiB- 
system infolge der GefaBlasionen bei der Injektion, zeigten zwei spezielle 
Kontrollversuche. In letzteren wurde die Trypanblaulésung in eine 
vorher tief eingebrannte Stelle der Linea alba injiziert und auf solche 
Weise das direkte Eintreten der Farbenlésung ins BlutgefiBsystem 
véllig ausgeschlossen. Auch in diesen zwei Versuchen erschienen die 
ersten Spuren des Farbstoffes im Blute 2 bis 3 Minuten nach der In- 
jektion. Da bei der Sektion der Versuchstiere die Lymphe des D. tho- 
racicus stets tief blau gefarbt gefunden wurde, so lag der Gedanke nahe, 
daB die ersten Spuren des Farbstoffes im Blute aus der Lymphe des 
D. thoracicus stammten. Es lag daher viel daran, den Zeitpunkt zu 
bestimmen, an dem die ersten Portionen der farbeenthaltenden Lymphe 
in die Blutbahn eintreten. Zu diesem Zwecke wurde an drei Kaninchen 
der linke D. thoracicus an seiner Miindungsstelle freigelegt. Wenn nun 
solchen Kaninchen die Farblésung intraperitoneal injiziert wurde, so 
konnten die ersten Portionen der gefirbten Lymphe im Ductus 3 bis 
4 Minuten nach der Injektion beobachtet werden. Zu derselben Zeit 
gemachte Blutuntersuchungen zeigten, daB in den zu besprechenden 
Versuchen die ersten Spuren des Farbstoffes im Blute 4 bis 5 Minuten 
nach der Injektion entdeckt werden konnten. Somit erschien in diesen 
Versuchen die Farbe im Blute erst nach dem Eintreten der gefairbten 
Lympheportionen in den Blutstrom oder vielleicht gleichzeitig mit 
ihm. In zwei anderen Versuchen wurden an zwei Kaninchen die Vena 
cava sup. (medial von der Miindung der Vena subcl.) und die Vena 
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subclavia sin. (1% bis 1 cm lateral von der Miindung der Vena jugul. sin.) 
unterbunden und auf solche Weise das Eintreten der Lymphe des 
linken Lymphstranges in die Blutbahn véllig ausgeschlossen [vg]. Adler") 
und Meltzer, Danielsen*) u. a.}. Blutuntersuchungen, die bei diesen 
Tieren nach den Farbeninjektionen in die Bauchhéhle gemacht wurden, 
zeigten, daB unter solchen Bedingungen die ersten Spuren des Farb- 
stoffes im Blute bedeutend spdter als unter normalen Bedingungen er- 
scheinen: statt der normalen 2 bis 3 Minuten nach der Injektion er- 
schienen die ersten Farbenspuren im Blute in einem dieser Versuche 
8 bis 9 Minuten nach der Injektion; ebenso in dem zweiten Versuche — 
statt 3 bis 4 Minuten erst nach 13 bis 14 Minuten’). 

Die angefiihrten Versuchsresultate zeigen somit, daB im Prozesse 
des Farbstoffsiibertritts ins Blut infolge der Farbenresorption das Er- 
gieBen der gefirbten Lymphe in den Blutstrom eine groBe Rolle spielt. 
Augenscheinlich ist das LymphgefaBsystem an der Resorption aus der 
Bauchhihle des von uns gebrauchten kolloidalen Farbstofjs wie auch 
anderer ungefirbter Kolloide [s. die Arbeiten von Danielsen (I. c.), 
Nakashima*), Hamburger (1. c.) u. a.] beteiligt. Ob aber die Lymph- 
gefaBe den einzigen Resorptionsweg des betreffenden kolloidalen Farb- 
stoffes darstellen oder nicht, soll in einer der spiteren Mitteilungen 
ausfihrlicher besprochen werden. 


I. Die Mengenverhiltnisse der Farbe im Blute nach intraperitonealer Injektion. 
a) Das Anwachsen der Farbstoffmenge im Blute. 


Hierzu gehéren drei spezielle Versuche, in TI 
denen wahrend der ersten und zweiten Stunde # 
nach der Injektion haufigere (jede 5 bzw. 15 Mi- 
nuten) Blutuntersuchungen gemacht wurden. ,| 
Wie es das unten angefiihrte Resultat des Ver- 
suchs 63 und die hinzugehérige Kurve (Abb. 1) 
zeigen, ist das Anwachsen der Farbenmenge 


im Blute wahrend der ersten Halfte der ersten Abb. Auf der Abszisse sind 
- - ne Minuten a tragen, aut der 

Stunde stirker ausgesprochen als wihrend der Ordinate der an ten - 
eit Farbe im Gesamtblut, bezogen 
zweiten. auf die injizierte Farbenmenge. 


1) Adler und Meltzer, Centralbl. f. Physiol. 1896. 

*) Danielsen, Beitr. z. klin. Chirurgie 87, 1913. 

8) Noch gréBer wiirde wahrscheinlich die Verspitung in dem Falle sein, 
wenn wir auch den rechten D. thoracicus unterbunden hitten, denn beim 
Kaninchen ist der rechte D. thoracicus ebenso stark ausgebildet, wie der 
linke (Krause, Die Anatomie des Kaninchens, 1884). Leider muBten wir 
aber auf die Unterbindung beider Lymphstrange zugleich aus rein technischen 
Griinden (Unterbindung beider fiir Blutentnahmen nétiger Vena jugul.) 
verzichten. 

*) Nakashima, Pfliigers Arch. 158, 1914. 
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Versuch 63. 

5 Minuten nach der Injektion. . Spuren von Farbe') 

3. w ee ve “i ee wi ome 9 

mw os = SS ee a 
20 - “ie nh . . 3,6 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
25 9” » ©& o kt a w A ~ 
30 * ” o » pe” ge - ” 
35 o" in| oe ‘és as | ae ee » i 
40 » er o og MA we Se o» o- 
45 o” 1» o” _.¢ ee os o» ” ” 
50 o ow baa i. a « ‘ 1. ae 
55 ” Oe % i.e a - ” 
60 - a @ is ne : wes = we 


Interessanterweise treffen wir tiberhaupt wahrend der ganzen 
ersten Stunde ein stirkeres Anwachsen der Farbenmenge als wahrend 
25— der zweiten Stunde nach der Injektion. 





ae Nea OD GE PRY! a 4 Das unten angefiihrte Resultat des Ver- 

suchs 18 mit der Kurve (Abb. 2) kann 
—e Loe. zur Illustration des Gesagten dienen. 
fo Die Verdiinnung des Blutes der 
-/ an Se Se Versuchstiere infolge der hiufigen Blut - 
o entnahmen konnte kaum auf den 








Ss 0 6 ¢ © 0 8 2 2 : 
Abb.2. Auf der Abszisse sind die Minuten’ Charakter der Kurven von EinfluB 
und die Stunden abgetragen, auf der Ordi- ai -eil di > ange 
ste dag Proventuchelt untarbe imGesent, Sein, weildie entnommenen Blutmengen 
blut, bezogen aut die injizierte Farbenmenge. relativ sehr gering waren. 


Somit geschieht das Anwachsen der Farbenmenge im Blute wm so 
schneller, je weniger Zeit nach der Farbeninjektion in die Bauchhdhle 
verflossen ist. Diese Erscheinung kann dadurch erklart werden, dab, 
je weniger Zeit vom Moment der Injektion verflossen ist, desto gréBere 
Mengen der injizierten Substanz in der Bauchhéhle vorhanden sind ; 
mit fortschreitender Resorption dagegen werden diese Mengen immer 
kleiner. 


b) Der mazximale Gehalt des Farbstofjs im Blute. 

Die hierzu gehérigen speziellen Versuche (drei), in denen Blutunter- 
suchungen jede Stunde wahrend der ersten Periode nach der Injektion 
ausgefiihrt wurden, sowie viele andere zeigten, daB die Periode des 
Anwachsens der Farbenmenge im Blute ungefihr 2 bis 3 Stunden 
dauert. Der maximale Farbengehalt des Blutes fallt ungefihr in den 


1) Die ersten quantitativen Bestimmungen der Farbenmenge im Blute 
sind bei Dosen unter 0,1 g pro Kilogramm nur 20 bis 30 Minuten nach der 
Injektion méglich; bei gréBeren Dosen (iiber 0,1 g pro Kilogramm) kénnen 
kolorimetrische Bestimmungen des Farbstoffs im Plasma schon friiher 
gemacht werden, etwa 12 bis 15 Minuten nach der Injektion. 
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Zeitraum von 2\, bis 34 Stunden nach der Injektion. Zur Illustration 
des Gesagten kann folgender Versuch (65, Kurve Abb. 3) dienen. 











7 2 g 4 5 6 

Abb. 3. Auf der Abszisse sind die Stunden abgetragen, 

auf der Ordinate der Prozentgehalt an Farbe im Gesamt 
blut, bezogen aut die injizierte Farbenmenge 





Versuch 65, 














4 Stunde nach der Injektion . ... 16 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 

I % 99 o ee a 

2 Stunden ,,_ ,, - Tes = ie 2 

e+ Pts ; bi das - “ 

4 ” a , Pa) 28 . Prd * ry ’ 
5 * 80s 27 * - 

6 * “eo o en a os - 

Spezielle Versuche (vier), in denen Blutuntersuchungen wihrend 
des maximalen Farbengehaltes im Blute jede Viertelstunde gemacht 
wurden, zeigten, daB die Periode des 5 , : 
maximalen Farbengehaltes des Blutes oe i ain = ) 
léingere Zeit, etwa 1 bis 11, Stunden, dauert. ™\7° | 

- “ : 10 
Das unten angefiihrte Resultat des Ver- , 
suchs 66 kann zur Illustration des Ge- ep pe | 


sagten dienen (Kurve Abb. 4). Abb. 4. Bezeichnungen wie bei Abb. 3. 


Versuch 66. 








¥, Stunde nach der Injektion . . 9,4 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 

1 ° ’° ’? 3s ° ° 14,7 ed ad .* ,. / 
2 Stunden ,. ., a » or lo + ‘ 9 } 
2% ws ” 99 —— ° — es 9 ' 
ee va . 22,4 - is es ) 
2% - ; 4 * . ve ke | 
3 * ” ° oe s 6 Sed on 9 - ae } 
3% 1 ow - 21,5") oe - ! 
3% 1» iw . . 21,8") ,, ba - 
BY ns ew ” ‘peer we - «© " = ' 
4 0 o oe - (oe Ss - a 
5 ra oo” ws te ce COP ee - ” os 

6 * oe ” eT . ! ae - = 


1) Die geringen Schwankungen des Farbengehaltes bei hiufigeren 
Blutentnahmen, die auch auf der Kurve (Abb. 4) zu merken sind, sind 
augenscheinlich auf die Ungenauigkeiten der Methodik selbst zuriickzufiihren. 
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c) Die Abnahme der Farbenmenge im Blute. 

Hierher gehéren fiinf spezielle Versuche, in denen Blutunter- 
suchungen 9, 12, 18, 24 und 48 Stunden nach der Farbeninjektion in 
die Bauchhéhle angestellt wurden. AuBerdem wurden in einzelnen 
Versuchen noch spatere Blutuntersuchungen gemacht — 3, 4, 10 bis 
15 Tage nach der Injektion. Alle diese Versuche zeigen, daB es kaum 
miglich ist, die Zeitdauer genau zu bestimmen, wahrend welcher das 
Blut sich volistandig von der Farbe befreit, denn die Dauer dieser 
Zeitperiode scheint sowohl von der GréBe der Dose der eingefiihrten 
Farbe, als auch von rein individuellen Eigentiimlichkeiten des Versuchs- 
tieres abhingig zu sein. Die Versuchsresultate zeigen, daB bei der Menge 
der injizierten Farbe gleich 0,1 g (pro Kilogramm Gewicht des 
Versuchstieres) diese Zeitperiode tagelang — 1 bis 11 Wochen — dauert. 
Somit mu8B zwischen zwei aufeinanderfolgenden parallelen Versuchen 
auf einem und demselben Tiere ein Zwischenraum von mindestens 
einer Woche verflieBen; denn sonst ist die Méglichkeit nicht aus- 
geschlossen, daB im Blute des Versuchstieres Spuren vom Farbstoff 
von der ersten Injektion 
noch vorhanden sind. 


yes | 2 we Die Abnahme der Farben- 


35 





6 menge im Blute vollzieht sich 
sehr langsam und allmahlich, 


was an den oben ange- 
fihrten Kurven 3 und 4 zu 

Abb. 5. Bezeichnungen wie bei Abb. 3 und 4. sehen ist. Besonders auf- 
fallend ist der Kontrast zwischen dem relativ schnellen Anwachsen der 
Farbenmenge im Blute und der verhiltnismaBig langsamen Abnahme 
derselben. Zur Illustration des eben Gesagten kann noch folgender 
Versuch (9, Kurve Abb. 5) dienen. 


Versuch 9. 
¥4, Stunde nach der Injektion . . . 21 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
l ‘és a - ee see ee “ 
3 Stunden ,,_,, 9 eek ‘erie - - 
6 - “ie a S 1 ™ os 
9 .. oe. ” ee, +See . - 


Somit zeigten zahlreiche (iber 100) von mir mit der Injektion 
von Trypanblau in die Bauchhéhle angestellte Versuche, daB die 
Schwankungen des Farbengehaltes des Blutes bei der Farbenresorption 
sich im allgemeinen folgendermaBen gestalten. In den ersten Stunden 
nach der Injektion nimmt die Farbenmenge im Blute immer zu, bis 
schlieBlich ein gewisser Maximalgehalt der Farbe im Blute erreicht 
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wird. Die maximale Farbenmenge im Blute bleibt eine Zeitlang be- 
stehen, was aber nur dann geniigend deutlich hervortritt, wenn die 
Blutuntersuchungen in kurzen Zeitintervallen nacheinander folgen. 
Erst 3 bis 4 Stunden nach der Injektion der Farbe tritt das allmahliche 
Verschwinden des Farbstoffes aus dem Blute klar in den Vordergrund. 
Somit kénnen wir auf der Kurve des Farbengehaltes des Blutes drei 
Hauptperioden unterscheiden, namlich: 1. das Anwachsen der Farben- 
menge im Blute wihrend der ersten Zeit nach der Injektion, 2. den 
maximalen Farbengehalt des Blutes nach einiger Zeit post injectionem 
und 3. die allmdhliche Abnahme der Farbenmenge im Blute in der spiiteren 
Zeit nach der Injektion. Die genannten drei Hauptperioden sind auf 
der Kurve 5 besonders gut zu sehen. 


Ill. Die Abhingigkeit der Farbenmenge im Blute von der in die Bauchhdéhle 
injizierten Farbenmenge sowie von der Konzentration der injizierten Lésung. 


Die absolute Farbenmenge im Blute ist in erster Linie von der 
absoluten Menge des injizierten Farbstoffes abhingig. Wie es spezielle 
Versuche gezeigt haben, ist der Farben- ,, 
gehalt des Blutes um so gréBer, je gréBer 
die Menge der Farbe ist, die intraperitoneal 
eingefiihrt wird. Unten sind die Resultate 
zweier hierzugehériger Versuche (12 und i ae Oe ee) 
20) an Tieren vom gleichen Gewicht an- al —— 
gefihrt. Wir sehen, daB in dem Ver- 4{4-———~——- . + 
such, wo das Tier gréBere Farben- “.¥ 7 2 3S  ¥ SF 6 
mengen intraperitoneal bekam (Versuch 12, Abb.6. Ausgezogene Kurve = Farben: 

- gehalt von 100ccm Plasma in mg im 
ausgezogene Kurve auf Abb. 6), auch im Versuche Nr. 12 (Dose: 0,14g Farbe); 
Blute gréBere Farbenmengen beobachtet Purkticrte Kurve = Farbengehalt von 


100 ccm Plasma in mg im Versuche Nr. 20 
wurden. (Dose: 0,06 g Farbe). 





+ 
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Versuch 12. 


Gewicht des Tieres 1478 g. Eingefiihrt 0,14 g¢ Farbe. 


¥, Stunde nach der Injektion . . . . 27,0mg Farbe in 100 ccm Plasma 
Low -\ aa . 7 Us “=e ee Z 
3 Stunden ,, - - a * nig. kf ln =" ~~ oe = 
6 - o os - 31,9 ,, os ~ Bee os - 


Versuch 20. 


Gewicht des Tieres 1470 g. Eingefiihrt 0,06 g Farbe. 


¥ Stunde nach der Injektion . . . . 8,9mg Farbe in 100 ccm Plasma 
snr? “a - 12,5 ,, ler 


3 Stunden ,, - ra ie Ve SET es o i ae wi 9° 
9,0 ., - oir OT -w : 
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Der Farbengehalt des Blutes ist ferner im groBen Mabe von der 
Menge der pro Kilogramm eingefiihrien Farbe abhdngig. Unten sind die 
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Abb.7. Ausgezogene Kurve = Farben: 
gehalt von 100 ccm Plasma in mg im 
Versuche Nr. 18 (Dose pro kg: 0,0725 g); 
punktierte Kurve = Farbengehalt * von 
100 ccm Plasma in mg im Versuche Nr.7 
(Dose pro kg: 0,012 g). 


Resultate zweier hierzugehoériger Versuche 


| (18 und 7) angefiihrt. Wir sehen, daB 


in dem Versuche, wo das Tier gréBere 
Farbenmengen pro Kilogramm intraperi- 
toneal bekam (Versuch 18, ausgezogene 
Kurve Abb.7), auch im Blute gréBere 
Farbenmengen beobachtet wurden. Die 
absoluten Mengen der intraperitoneal ein- 
gefiihrten Farbe waren in beiden zu be- 
sprechenden Versuchen die gleichen. 


Versuch 18. 


Gewicht des Tieres 1000 g. Injiziert 7,25 cem Iproz. Lésung. 
Pro Kilogramm 0,0725 g. 


\% Stunde nach der Injektion . 


1 .? ’° °° °°? 
3 Stunden ,, a 9 
6 ’° %° ’° as 


7,1 mg Farbe in 100 ccm Plasma 
13,4 ,, bos. sp ae is 
Sat ts ” io Dee ws = 
12,8 ,, pe igg BOM ee 


Versuch 7. 


Gewicht des Tieres 2700 g. Injektion 7,25 cem lproz. Lésung. 
Pro Kilogramm 0,012 g. 


¥% Stunde nach der Injektion . 2,8 mg Farbe in 100 ccm Plasma 
l ” ” ” ” a ge ay a > ie a 
3 Stunden ,, 9” ” i - gg BOO? is at 
6 % ” ” % if i oe so wee we ” 


Der Unterschied zwischen den Resultaten der beiden angefihrten 


Versuche ist wahrscheinlich dadurch zu erklaren, daB beim Tiere mit 
gréBerem Kérpergewicht auch gréBere Mengen Blut (bzw. Plasma) 
vorhanden sind. Gleiche Farbstoffmengen, die den beiden Tieren von 
verschiedenem Gewicht eingefiihrt wurden, wurden beim Tiere von 
gréBerem Gewicht mit gréBerem Fliissig- 














err] . : ; . 

s|ij |} keitsvolumen vermischt als beim Tiere 
9 P= von kleinerem Gewicht. Daraus kénnen 
P Tr wir den SchluB ziehen, daB fiir den Farben- 





wT 2 3S #5 gehalt des Blutes bei der Resorption der 


Abb.8. Ausgezogene Kurve = Farben: af : 
oiutt ven Mdemn flame to ae in Farbe aus der Bauchhéhle die Menge des 
Versuche Nr. 1 (Dose: 0,1g pro kg (Jesamtblutes von gréBerer Bedeutung ist als 


0,155 absolut); punktierte Kurve . —_ ° 2 ‘ 
Farbengehalt von 100 ccm Plasma in mg die GréBe der Resorptions{liche. Denn 


im Versuche Nr.8 (Dose: 0,1g pro kg. wenn der Farbengehalt des Blutes starker 
durch die GréBe der Resorptionsoberflache 
beeinfluBt wiirde, so miiBten wir bei Tieren gréBerer Dimensionen 
— ceteris paribus — auch gréBeren Farbengehalt im Blute finden, was 


absolut 0,23 g). 
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aber nicht der Fall war. Dasselbe Resultat ergaben auch meine weiteren 
Versuche in dieser Richtung (im ganzen zehn). Diese Versuche haben 
unter anderem gezeigt, daB bei gleicher Dosierung der cingefiihrten Farbe 
pro Kilogramm Kérpergewicht auch ungefihr gleiche Farbenmengen 
im Blute wiedergefunden werden, wenn auch die absoluten Mengen 
des eingefiihrten Farbstoffes nicht die gleichen sind. Die unten ange- 
fiihrten Resultate der Versuche 1 und 8 (Kurve Abb. 8) kénnen zur 
Illustration des Gesagten dienen. 


Versuch 1. 
Gewicht des Tieres 1560g. Injektion 15,6 ccm Iproz. Lésung. 
Dose pro Kilogramm 0,1 g. 
4 Stunde nach der Injektion. . . . 9,4mg Farbe in 100 ccm Plasma 


] °° ”” o* ’? ° ® . ° 16,5 Ld 9° ’* 100 ” ” 

3 Stunden ,, in a “)h)606U ™ —_— - 

6 » ” Ser =| | le ——__ es a 
Versuch 8. 


Gewicht des Tieres 2370 g. Injektion 23,7 cem lproz. Lésung. 
Dose pro Kilogramm 0,1 g. 


¥ Stunde nach der Injektion. . . . 9,9mg Farbe in 100 ccm Plasma 
_ o» o os ; 14,5 ,, - «ae - ad 

3 Stunden ., o” - . et Vee os a » —. w o 

6 oe 2 * o G7 vs o» « TP « 

Der Farbstoffgehalt des Blutes ist endlich einigermaBen auch von 
der Konzentration der eingefiihrten Farbenlésung abhdngig. Diese Ab- 
hingigkeit spielt aber scheinbar keine so groBe Rolle wie die oben 
angefiihrten Faktoren. Im groBen und ganzen zeigten die vier hierzu- 
gehérigen Versuche, daB bei der Injektion 1 proz. Farbenlésung relativ 
gréBere Farbenmengen im Blute gefunden wurden als nach der In- 
jektion 2proz. Farbenlésung (s. hierzu Versuche 14 und 25). 


Versuch 14, 
Dose 0,1 g pro Kilogramm, I proz. Lésung. 
¥, Stunde nach der Injektion . . . . 20,1 mg Farbe in 100ccm Plasma 
1 ’? %: 9° ’? ° © e e 22,2 ’? 9°? 9° 100 ’° ” 
3 Stunden ,, “ - i oe «6: - a“ a 
6 °° ” °? ? . 33,6 ° >” °° 100 >? ” 
Versuch 25. 
Dose 0,1 g pro Kilogramm, 2proz. Lésung. 
4 Stunde nach der Injektion . . . . 11,7 mg Farbe in 100 ccm Plasma 
] %° >”? ss > 18,8 > s? °° 100 ”? ” 
3 Stunden o° ” 99 oa, eo “eS 27,3 ” ” ” 100 ” ” 
6 ” ° %° ” ° 26,5 ”” ”? ” 100 ” ” 


Aus den angefiihrten Versuchsresultaten ist schlieBlich ersichtlich, 
daB der allgemeine Charakter der Schwankungen des Farbengehaltes 
Biochemische Zeitschrift Band 147. 8 
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des Blutes weder von der Menge der eingefiihrten Farbe noch von der 
Konzentration der Farbenlésung beeinfluBt wird, obgleich die Mengen- 
verhdlinisse des Farbstoffes im Blute verschieden waren. 


IV. Der Farbstoffgehalt im arteriellen und im venésen Blute. 


Interessant erschien es mir, auBer den Bestimmungen der Farb- 
stoffmengen im vendsen Blute (aus der Vena jugularis) auch solche 
im arteriellen Blute (aus der Art. carotis) anzustellen, da a priori eine 
Differenz zwischen diesen beiden Mengen nicht auszuschlieBen war: 
wird doch das Blut, welches durch die Venen aus den Geweben zuriick- 
strémt, einen Teil des Farbstoffes denselben abgeben kénnen. 

Nun erwies es sich aber, daB, wenn nach intraperitonealer Farben- 
injektion gleichzeitig der Vena jugularis und der Arteria carotis Blut 
entnommen wird, der Farbstoffgehalt des arteriellen Blutes sich sehr 
wenig von dem Farbengehalt des venésen Blutes unterscheidet. Der 
angebliche Unterschied kann auf die Ungenauigkeiten der Methodik 
zuriickgefihrt werden. Das unten angefiihrte Resultat des hierzu- 
gehérenden Versuchs 11 kann zur [Illustration des Gesagten dienen. 


Versuch 11. 
Art. carotis. 
¥ Stunde nach der Injektion . . 5,0 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
1 ” ” . ” 9,1 °° ” ” 
2 Stunden ,,_,, ” - + 12,7) os os » » 
3 % ” ” > ° 14,0 %? %° ° °° 
4 ? ss s° ’* . 15,9 °° eI ’? J 
5 0 1” 99 ” - 16,1 4. o 
6 ”? ’? ’° ° . 13,8 s° ’ ? 


Vena jugul. 
¥ Stunde nach der Injektion . . 4,1 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 


1 ° Lad ° Pad . . 10,4 Ped ” -* 
2Stunden ,,_ ,, os pS ge oe aw 
3 a mt gh" vgs " 
og a at 7 i ® ti 
a“ ends @ . - 2. e. 
6 ” ’* ’? ’? . 12,9 ort . ” ay 


Somit gibt es in bezug auf den Farbengehalt nach intraperitonealer 
Farbstoffinjektion zwischen dem arteriellen und dem vendsen Blute keinen 
wesentlichen Unterschied. 


Zusammenfassung. 
Theoretisch ist der Gehalt der resorbierten Substanz im Blute 


nicht nur von der Intensitaét der Resorption an der Einfihrungsstelle 
der Substanz abhingig, sondern auch von der Intensitaét, mit der die 
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Substanz gleichzeitig aus der Blutbahn in der einen oder der anderen 
Weise verschwindet. Speziell die Abwanderung aus dem Blute des 
Farbstoffes Trypanblau habe ich in einer fritheren Arbeit studiert'). 
Angaben dariiber sind auch in den Untersuchungen von Seyderhelm 
und Lampe*) und von Biittner®) enthalten. Der Farbengehalt im Blute 
nach intraperitonealer Einfiihrung des Farbstoffes wird im groBen und 
ganzen auch von dem ProzeB der Farbenabwanderung aus dem Blute 
beeinfluBt. Wir kénnen uns vorstellen, daB® jede resorbierte, d. h. in 
das Blut eingetretene Farbenportion nur eine gewisse Zeitlang im Blute 
verweilt und allmahlich aus der Blutbahn verschwindet. Wenn wir 
nun in unseren Versuchen wiahrend der ersten 3 bis 4 Stunden nach 
der Injektion ein fortdauerndes Anwachsen der Farbenmenge im Blute 
notiert hatten, so ist das nur dadurch zu erklaren, daB in den ersten 
Stunden nach der Injektion die Resorption besonders stark ist und die 
Menge der in der Zeiteinheit in die Blutbahn eintretenden Farbe gréBer 
ist als die Menge der gleichzeitig aus der Blutbabn austretenden. Da 
aber mit der fortdauernden Resorption die Mengen der Farbe an der 
Resorptionsstelle (d. h. in der Bauchhéhle) immer kleiner werden, 
muB auch die Menge der in der Zeiteinheit in die Blutbahn eintretenden 
Farbe je spiiter, um so geringer werden. SchlieBlich kénnen wir uns 
einen solchen Moment vorstellen, in dem in das Blut ungefahr ebensoviel 
Farbe eintritt, wieviel gleichzeitig aus dem Blute ausgeschieden wird. 
Von einem solchen Moment angefangen, hért das weitere Anwachsen 
der Farbstoffmenge im Blute auf. Auf unseren Kurven bezeichneten 
wir diesen Moment als ,, Maximum des Farbengehaltes im Blute“. Somit 
fallen das Maximum des Farbengehaltes im Blute und die intensivste 
Resorption zeitlich nicht zusammen, sondern das erste ist die Folge 
des zweiten. Sobald nun infolge der Erschépfung der Farbenvorrite 
am Resorptionsorte die Mengen der in die Blutbahn eintretenden Farbe 
bedeutend kleiner werden als die Mengen der gleichzeitig aus dem 
Blute austretenden, wird auch die gesamte Farbenmenge im Blute immer 
kleiner. Dann tritt der ProzeB der Farbenabwanderung in den Vorder- 
grund. Die Abnahme der Farbenmenge verliuft um so langsamer, 
da wiahrend dieser Periode — besonders am Anfang — doch einige 
Mengen des Farbstoffes noch weiter resorbiert werden. Die Richtigkeit 
der oben angefiihrten Erklirung wurde von mir auch durch direkte 
Untersuchungen des Gehaltes der Bauchhéhle nach der Injektion der 
Trypanblaulésung bestatigt. Die Beschreibung der hierzugehérigen 
Versuche soll in der niachstfolgenden Mitteilung angefiihrt werden. 


1) Okuneff, Pfliigers Arch. 201, 1923. 
*) Seyderhelm u. Lampe, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 30, H. 1/6, 1922. 
3) Biittner, Inaug.-Diss. Géttingen, 15. Mai 1923. 
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Ks ist interessant, daB die Verfasser, welche die Resorption aus der 
Bauchhéhle nach der Ausscheidung der Substanz mit dem Harne 
studiert hatten [Schnitzler und Ewald'), Klapp*), Freytag*)], fiir das 
Maximum der Ausscheidung ungefahr dieselbe Frist angeben, zu welcher 
auch ich das Maximum des Farbengehaltes im Blute beobachten konnte. 
So fanden z. B. Schnitzler und Ewald, daB Jodsalze, Kalium ferrocyan. 
und Salicylsiure in gréBter Menge 1 bis 3 Stunden nach der Injektion 
ausgeschieden werden. Die Kurven, die Freytag fiir die Ausscheidung 
des in die Bauchhdéhle injizierten Milchzuckers anfihrt, erinnern im 
groBen und ganzen sehr an die unsrigen. Dasselbe kann man auch 
von den Zahlen sagen, die Klapp anfihrt. 

Da meine Untersuchungen tber die Resorption aus der Bauch- 
héhle noch nicht abgeschlossen sind, so méchte ich Schliisse allgemeinen 
Charakters — itiber die Resorptionswege, den Mechanismus der Re- 
sorption und anderes — vorerst unterlassen. Eins méchte ich aber 
schon an dieser Stelle hervorheben. Die gewéhnlich zur Erklarung 
der Resorptionserscheinungen aus der Bauchhéhle herangezogenen 
Momente — Diffusion und osmotische Druckdifferenzen — lassen im 
Stich, sobald wir, wie in unserem Falle, mit der Resorption eines 
Kolloids zu tun haben, denn bekanntlich ist die Diffusion der Kolloide 
praktisch gleich 0 zu setzen, der osmotische Druck kolloidaler Lésungen 
ist ebenfalls verschwindend klein (speziell fir Trypanblau s. bei Schule- 
mann, |.¢.). Folglich miissen wir hier zur Erklarung des Resorptions- 
mechanismus zu anderen Annahmen greifen. 


1) Schnitzler und Ewald, Deutsch. Zeitschr. f. Chirurgie 41, 1895. 
*) Klapp, Mitt. a. d. Grenzgeb. d. Med. u. Chirugie 10, 1902. 
%) Freytag, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 55, 1906, 








Studien iiber intermediiren Kohlenhydratumsatz und Insulin’). 


I. Mitteilung: 
Versuche an Normaltieren. 


Von 
Theodor Brugseh, A. Benatt, Hans Horsters und R. Katz. 
(Aus der II. medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Marz 1924.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die Entdeckung des Insulins bringt die Frage des intermediiren 
Kohlenhydratumsatzes erneut ins Rollen. Die Entdeckung des Pan- 
kreasdiabetes durch Minkowski und Mering hat die Frage des Abbaues 
der Glucose erstmalig auf den Plan gebracht, wobei die Entdeckung 
des glykolytischen Ferments des Blutes durch Lépine — heute wissen wir, 
daB es sich um die Glykolyse seitens der roten Blutkérperchen handelt — 
voriibergehend in den Vordergrund trat, um dann allmiahlich auf 
einen fiir das ganze Problem des Kohlenhydratumsatzes geringen Wert 
zurickgefihrt zu werden. Dann ist die Frage des oxydativen Zucker- 
abbaues brennend geworden, besonders im Hinblick auf die Frage einer 
gewissen Aktivierung der oxydativen Gewebsfermente seitens des 
Pankreas, fiir die Minkowski, unser Meister der klassischen Experimental- 
kunst, in richtiger Einfithlung frihzeitig eintrat. Auch tiber diese 
Versuche ist die Wissenschaft geschritten, ohne daB die Ergebnisse 
Bausteine fiir das Gebiude der Theorie geworden sind. Vieles, was 
heute unter anderen Gesichtspunkten und auch besserer Methodik 
von neuem aufgefunden wird, ist in diesen Versuchen bereits enthalten ; 
daB sich aber diese Anschauungen nicht durchsetzen konnten, lag 
wohl an der Unsicherheit der experimentellen Grundlagen, die erst 
mit der Zeit, ganz besonders aber im letzten Jahrzehnt durch die Ver- 
besserung der technischen Methoden befestigt worden sind ®). 


1) Von dieser Arbeit ist zur Wahrung unserer Prioritaét eine vorlaufige 
Mitteilung in der Med. Klinik 1924, Nr. 1 unter dem Titel: Das Insulin- 
prinzip und der Diabetes mellitus erschienen. 

2) Es sei hier auf zwei heute sehr lesenswerte Zusammenstellungen aus 
den Jahren 1898 und 1908 von Ferdinand Blumenthal verwiesen: Uber 
Organsafttherapie bei Diabetes mellitus, Zeitschr. f. diast. u. phys. Therap. 
1, H. 3, 1898. Ferner Glykolyse und Diabetes, Ergebnisse der wissenschaft- 
lichen Medizin; herausgegeben von Carl Lewin bei Klinkhardt, Leipzig. 
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Fortschritte und Fundamente fiir unsere heutigen Lehren vom 
intermediaren Kohlenhydratumsatz bedeuten die Arbeiten von J. Parnas 
und J. Baer"). Diese zeigen, daB der Hauptweg des Kohlenhydrat- 
abbaues tiber Milchsiure geht; sie zeigen auch, daB bei der Schild- 
krétenleber sich eine Glykogenbildung durch Milchsiure erzielen 
laBt. Auch die Embdenschen Arbeiten sind Fundamente unserer 
heutigen Anschauungen tiber den Kohlenhydratumbau. Erwahnt seien 
als bedeutungsvoll die Arbeiten von Embden und Fr. Kraus*), die 
dartun, daB die glykogenreiche Hundeleber bei der Durchstrémung 
Milchsaure bildet, und daB die aus dem Glykogen stammende Glucose 
die Quelle der Milchsiure ist, hinzuweisen sei auch auf die Arbeit 
von S. Oppenheimer*), der fand, daB bei der Durchstrémung der Hunde- 
leber Lavulose leichter in Milchsiure tibergeht als Glucose. Dann 
folgen die Arbeiten Embdens und seiner Schule‘) iiber das Lactacidogen, 
die uns zeigen, daB der Kohlenhydratabbau im Muskel an die Phosphor- 
siure gebunden ist, womit gewisse Parallelen fiir den fermentativen 
Abbau des Zuckers durch Hefe (Harden und Young) geschaffen sein 
kénnten, freilich zeigten Neuwberg5) und Huler*), daB die Veresterung 
bei der Zuckergirung nicht notwendig ist. Inzwischen bringt auch 
O. Meyerhof{’) seine muskelphysiologischen Arbeiten zu einem gewissen 
Abschlu8, die uns ein Bild vom Abbau und Aufbau des Glykogens in 
der Muskulatur liefern, wie es sich formelmaBig fixieren laBt. 

Der Muskel bildet seine Energie durch Spaltung und oxydiert 
Glykose unter Neubildung von Glykogen: 

Cc e+ PO 
Aqgorobe |. 40: HO, CH,PO4) + C, Hy 09 + 81,0 
ase | _, 8 C,H.0, + 8H, PO, + Cy His Ox, 


. ' 8 C,H,O, + 8H,PO, + C,H,.O, + 60 
Oxydative | _, "y CLH1,0, (H,PO,); + 6CO, + 14H1,0° 
> 4(C, H,,O5)n _ 8H, PO, oe 6CO, + 10 H, O. 


Die Festlegung der oxydativen Synthese durch 0. Meyerhof bildet 
ein bedeutungsvolles Moment fiir die Physiologie des Kohlenhydrat- 
umsatzes, werden doch damit Vorstellungen bewiesen, die schon 
Hermann 1910 in seiner Physiologie ausgesprochen hat, und die 


1) Zuckerabbau und Zuckeraufbau im tierischen Organismus. Diese 
Zeitschr. 41, 386, 1912. 

*) Diese Zeitschr. 45, 1, 1912. 

5) Ebendaselbst 45, 30, 1912. 

*) Siehe die Arbeiten von Embden, Griesbach und Schmitz, Embden und 
Laquer, Embden, Griesbach und Laquer in der Zeitschr. f. phys. Chem. 93. 

5) Neuberg, diese Zeitschr. 88, 244, 1918; 108, 320, 1920. 

*) v. Euler, ebendaselbst 86, 337, 1918. 

7) Pfliigers Arch. 175, 182, 185, 188, 191, 195; ferner die Zusammen- 
fassung in den Ergebn. f. Physiol. von Asker und Spiro 22, 1923. 
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sich auch J. Parnas und J. Baer 1912 in ihrer oben erwahnten Arbeit 
zu eigen gemacht haben’). 

Das Prinzip der oxydativen Synthese riickt die Bedeutung der 
Oxydationen und die Bedeutung der Spaltung als Energiequellen in 
ein derartig grelles Licht, daB es sich fragt, ob nicht tiberhaupt das 
Prinzip des Lebens in der Spaltung beruht und die oxydative Synthese 
nur die Voraussetzung fiir die Bildungsméglichkeit der spaltungs- 
fahigen Substanz darstellt. In diesem Sinne greifen die Vorstellungen 
des Kohlenhydratumbaues tiber den engen Rahmen der Muskelphysio- 
logie heraus und lassen uns die Frage aufbringen, ob nicht der gesamte 
Umbau im Organismus im analogen Sinne ablauft, wie er etwa durch 
die obige Formel zum Ausdruck gebracht wird, ohne daB etwa die 
zwangsweise Erfillung der 0. Meyerhofschen Formel zur Voraussetzung 
gemacht wird. 

Fir die Frage des Kohlenhydratumsatzes von fundamentaler Be- 
deutung sind zugleich die Arbeiten C. Neubergs und seiner Schule, die 
uns den Abbau der Kohlenhydrate bei niederen Organismen, besonders 
den Hefen, Pilzen und Bakterien, kennen lehren mit Hilfe seines in- 
geniésen ,,Abfangverfahrens‘‘. Diese Untersuchungen hatten schon 1913 
Neuberg*) zur Aufstellung seines Gairungsschemas gefiihrt, wobei dem 
Acetaldehyd als Zwischenstufe im Abbau eine besondere Bedeutung 
deshalb zukommt, weil man dieses Zwischenprodukt mit der Methode 
von Newberg, Farber und Reinfurth*®) abfangen kann. Fir die Leber 
sowie Muskulatur des Meerschweinchens gelang Newberg in Experimenten 
mit iiberlebenden Zellen ebenfalls der Nachweis des Acetaldehyds®), 
so daB, wie namentlich auch die Insulinversuche von Neuberg, Gottschalk 
und Strauss*) an Leberbrei dartun, die Annahme berechtigt ist, dab 
fiir den Abbau der Kohlenhydrate iiber die Milchsiure hinaus ahnliche 
Vorgange Platz greifen, wie bei den niederen Lebewesen. 


Die Entdeckung des Insulins gibt nun, wie erwahnt, der ganzen 
Lehre des Kohlenhydratumsatzes erneute Impulse, denn im Insulin 
ist der Schliissel gegeben, um einen abwegigen Kohlenhydratumsatz, 


1) Die historische Gerechtigkeit erfordert die Erwahnung, daB schon 
1905/06 von Noorden und Embden vor einem Kreislauf der Kohlenhydrate 
im Organismus, tiber die Milchséure gehend, gesprochen haben. (Vgl. 
Zentralbl. f. d. ges. Phys. u. Path. d. Stoffwechsels, N. F. 1. 1906, Nr. 1. 

2) Neuberg, Monogr. Jena, 1913. 

8) Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; ebendaselbst 
89, 365, 1918; Ber. d. d. chem. Ges. 52, 1677, 1919; diese Zeitschr. 106, 
281, 1920. 

*) Neuberg und Gottschalk, Klin. Wochenschr. 2, Nr. 31, 1923. 

5) Deutsch. med. Wochenschr. 1923, Nr. 45. 














ee AS a eGR Me 





— ee a a nee ne. 


sees ne map AR lh Fe 





120 Th. Brugsch, A. Benatt, H. Horsters u. R. Katz: 


wie er nach Exstirpation des Pankreas durch das Bild des Diabetes 
mellitus zum Ausdruck kommt, wieder in normale Bahnen zu leiten. 
Mit dem Insulin muB es also méglich sein, experimentell den Kohlen- 
hydratstoffwechsel zu modifizieren und dadurch sein Wesen zu er- 
leuchten, andererseits muB aus den Modifikationen des intermediiren 
Kohlenhydratstoffwechsels unter dem EinfluB des Insulins auch das 
Wesen des Hormons in seiner Angriffsweise gekliart werden. In diesem 
Sinne erfiillen auch unsere Untersuchungen eine doppelte Aufgabe. 
Bis jetzt sind trotz der groBen Insulinliteratur, die seit der Entdeckung 
des Insulins im Jahre 1922 durch Banting und Best entstanden ist, 
noch keine Ansichten tiber den Wirkungsmechanismus des Insulins 
geauBert worden, die eindeutig und widerspruchslos die Insulinwirkung 
geklart hatten. Im Gegenteil stecken die Ergebnisse voller Wider- 
spriiche. Wir sehen davon ab, hier eine ausfiihrliche Schilderung der 
gesamten Insulinliteratur zu geben, die bis zu dem Zeitpunkte dieser 
Arbeit von Staub") in der Klinischen Wochenschrift in drei zusammen- 
hangenden Referaten wohl vollstandig erstattet worden ist. Auf dieses 
Referat méchten wir als Ergiinzung dieser Mitteilung verweisen. 

Sichergestellt erscheinen in dem Mechanismus der Insulinwirkung 
die Tatsache der Hypoglykiimie und die Verarmung des gesamten 
Organismus an Kohlenhydraten [Dudley, Ward und Marrian®), Bissinger, 
Lesser und Zipf*)). 

Sichergestellt erscheint auch, daB die Insulinwirkung hinsichtlich 
der Hypoglykamie sich nicht allein auf die Leber erstreckt, denn sonst 
wiirde bei entleberten Tieren nach Mann und Magath*) sich nicht 
noch durch Insulin eine Senkung des Zuckerspiegels erreichen lassen. 
In diesem Sinne bestehen also die Ansichten von Noble und Macloed), 
ferner von Bissinger, Lesser und Zipf*) zu Recht, daB das Insulin die 
diastatische Leberfunktion nicht beeintrachtigt. 

Andererseits bestehen Gegensiitze, die auch in den Zusammen- 
fassungen von Macloed*) und H. A. Dale?) zum Ausdruck kommen: 

Wirksame Insulindosen lassen die Tiere glykogenarm werden, 
wiahrend umgekehrt die glykogenarme Leber eines pankreasdiabetischen 
Hundes, allerdings wenn er gefiittert worden ist, unter Insulin wieder 
glykogenreich wird. Bissinger, Lesser und Zipf konnten bei 18 Stunden 
hungernden weifen Miausen nach intraperitonealer Einverleibung von 


1) Staub, Klin. Wochenschr. 2, Nr. 43, 1923; 8, Nr. 2 u. 3, 1924. 
*) Biochem. Journ. 17, 435, 1923. 

8) Klin. Wochenschr. 2, 1923, Nr. 49. 

*) Amer. Journ. of Physiol. 65, 403, 1923. 

5) Journ. of Physiol. 58, 33, 1923. 

*) Lancet 205, 198— 204, 1923. 

7) Ebendaselbst 204, Nr. 20, S. 989—993. 
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Dextrose unter Insulin ein dreimal so schnelles Verschwinden des 
Zuckers nachweisen als bei den nicht insulingespritzten Hungertieren. 
Derartige Gegensitzlichkeiten lassen die Bedeutung des Insulins im 
unklaren und zwingen zu einer systematischen Durcharbeit vor allem 
im intermediaéren ProzeB, da die Ergebnisse der Respirationsanalyse 
fiir die Frage des intermediaren Kohlenhydratumsatzes nicht schliissig 
sind. 
I. 

Die erste Aufgabe zum Studium der Insulinwirkung bestand in 
der Verfolgung der Blutzuckerkurve unter der Einwirkung des Insulins. 
Es eriibrigt sich, nihere Erliuterungen zu geben tiber die Durchfithrung 
der Versuche, da jedes Protokoll ohne weiteres die Verhiltnisse tiber- 
sehen laBt. Aus der groBen Fille unserer Beobachtungen méchten wir 
nur einige Punkte von allgemeinem Interesse herausgreifen. Da wir 
verschiedene Priparate verwandten [englisches Insulin (Burrough, 
Welcome & Co), ferner hollaindisches und amerikanisches (Lilly)], so 
l4Bt sich tiber die Wirksamkeit dieser Praparate im allgemeinen etwas 
aussagen. Das wirksamste Priparat stellt das amerikanische Ilesin 
(Lilly) dar, dem auch das englische Priiparat nicht viel nachsteht, 
wohl aber das holliindische Insulin. Véllig versagt aber die Eichung 
aller - dieser Praparate; entweder haben die Priparate eine hypo- 
glykimische Wirkung starken Grades oder nicht. Die Zahl der Ein- 
heiten tut es nicht, es handelt sich immer nur um die Qualitaét der 
Wirkung, wahrend der Quantititstiter versagt. Das liegt am Priifungs- 
objekt, dem Kaninchen. 24stiindiger Hunger vermochte durchaus 
nicht immer bei einem sonst wirksamen Praparat das Kaninchen zur 
starken Hypoglykiimie zu bringen, selbst wenn Dosen von 20, 40 und 
mehr Einheiten injiziert wurden. Ja, wir muBten mitunter die Kaninchen 
3 bis 4 Tage hungern lassen, ihnen 2 bis 3 Tage hintereinander 10 bis 
20 Einheiten injizieren, um schlieBlich am vierten oder fiinften Tage 
den hypoglykiimischen Zustand zu erreichen, obgleich die Eichung des 
Priiparates dahin lautet, daB eine Einheit diejenige Menge Insulins 
sei, die ein 2-kg-Kaninchen in den Zustand der Hypoglykimie mit 
einem Zuckerspiegel von 0,045 Proz. im Verlaufe von 2 Stunden bringt. 
Also die 40- bis 60fache Dosis wurde erst im Verlaufe von Tagen wirksam. 
Andere Kaninchen reagierten wieder bei 24stiindigem Hunger mit 
einer Dosis von zehn Einheiten. Die Verschiedenheit der Wirkung 
haingt zweifellos von der Disposition des Kaninchens ab, die unseres 
Erachtens nicht bloB von der Fillung der Glykogenlager abhangt. 
Hier spielen individuelle Verhiltnisse eine Rolle, die noch nicht véllig 
zu tibersehen sind. Ein wichtiger Faktor, der bei der Beurteilung der 
Insulinwirkung nicht auBer acht gelassen werden darf, ist die Halt- 
barkeit des Priiparates. Wir haben die Beobachtung gemacht, daB die 
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amerikanischen und englischen Praparate an Wirksamkeit etwa nach 
6 bis 8 Wochen einbiiBen, das hollindische noch friiher. Von uns selbst 
hergestellte Insulinpraparate aus Pankreas mit anfanglich guter Wirkung 
verloren ihre Wirksamkeit oft schon nach 14 Tagen. Diese Tatsache 
ist naturgeméB fiir die ganze Insulinfrage von auBerordentlicher 
Wichtigkeit, und fir die Frage der praktischen Insulintherapie ist 
Eichungsfrage und Frage der Haltbarkeit des Priiparates das Problem, 
dem man sich in erster Linie zuwenden muB, wenn man einigermaBen 
konstante Erfolge erreichen will. 

Wir lassen nunmehr unsere Protokolle aus einer Reihe von Ver- 
suchen folgen, wobei wir bemerken, daB die hier wiedergegebenen 
Versuche willkirlich aus der Fille unserer Beobachtungen heraus- 
gegriffen worden sind. Zur Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration mittels der Gaskette wurden den Tieren die fiir eine Messung 
notwendige Menge Blut aus der Vena jugularis entnommen, wihrend 
die Zuckerbestimmung mit wenigen Tropfen Blutes aus den Ohrvenen 
vorgenommen werden konnte. 

Die fortlaufende Blutzuckerbestimmung geschah nach der be- 
kannten Methode von Ivar Bang (s. Pincussen, Mikromethodik, 2. Aufl., 
1923), die, von einer Hand ausgefiihrt, ausreichend genaue Werte bei 
Durchfihrung von Doppelbestimmungen gestattet. 


Versuch A. 


24. November 1923. Kaninchen, schwarz. 
Injektion: 0,5 ccm Insulin + 0,1 cem Adrenalin (Hungertier) 














Blutzucker Blutzucker 
OO ear ry 0,121 Sofort 0,5 Adrenalin. 
Intrav. 0,5cem Insulin. Nach 120 Min... . 0,054 
Sofort nach 5 Min... 0,122 Krampfe 
a, a re 0,033 ee See 0,038 
7 |e 0,028 — ere 0,017 
ae 0,061 i eo 0,049 
ae: ee Krampfe as a Exitus 
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Versuch B. 
1. Dezember 1923. Kaninchen, schwarz, 1,5 kg (Hungertier). 
Injektion: 0,5 cem Insulin. 





Blutzucker Py *) Blutzucker Py’) 



























RI dor ek tak ce Sr 0,131 843] Nach 60 Min.*). . . 0.054 - 
Sofort n. Injektion . 0146 — se @ “Bede 0,051 = 7,78 
Nach 20 Min. ... 0,144 -- "ae ae 0.062 - 
ee 2 x RS i 0,049 ~- sS ae - — 7,00 
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Abb. 2. Zu Versuch B. Abb. 3. Zu Versuch C 


Versuch C. 30. November 1923. Kaninchen, grau, 2 kg (kein Hungertier). 
* Injektion: 0,5 cem Insulin intravendés. 








Blutzucker Py 1) Blutzucker Pu’) 

aes ee 0,162 8.13] Nach 80 Min. ... 0.087 
* 0.5 ccm Insulin intrav. a. pez 0,078 — 
Sofort nachher .. . 0,154 —- a, ee 46 0.070 8.03 
Nach 20 Min. ... 0,167 — ~ fe---» ~<«e 0,081 — 
"Se a te 0,137 -- — ween acide 0.074 
Ss “pp ae 0,124 — oa ate 0,066 — 


Nach 240 Minuten erhalt das Tier subkutan 3cem Traubenzucker- 
lésung. Keine Kriimpfe wihrend des ganzen Versuchs. 


1) Diese H-Ionenmessung wurde im Serum bei durchstrémendem 
Wasserstoff in der Birnenelektrode vorgenommen. 

*) Injektion: 5 cem sekundires Phosphat, hebt fiir 5 Minuten die Krampfe 
auf; danach legt sich das Tier wieder unter klonischen Zuckungen. Nun- 
mehr 3 ccm Traubenzucker subkutan. Erholung fiir 1 Stunde. 

’) Erneute starke Krampfe, Blutabnahme, danach 10 ccm sekundires 
Phosphat intravenés. Tier richtet sich wieder auf. Erholung nur kurz. 

*) Bei erneuten Krampfen Injektion von 10 cem sekundarer Phosphat- 
lésung in die Vena jugularis. 10 Minuten spater Blutentnahme. 
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Versuch D. 27. November 1923. Kaninchen, grau, 2 kg (Hungertier). 
Injektion: 0,5 cem Insulin. 
Um 8 Uhr 40 Minuten 10 cem Blut entnommen. p,') = 8,16. Blutzucker 
vorher = 0,143. 8 Uhr 50 Min. = 0,5 cem Insulin. p,') nach 3 Std. = 7,86. 





Blutzucker Blutzucker 
Blut nach 5 Min..... 0,189 Blut nach 90 Min... . 0,081 
a “Se 0,128 - EO ent wt wih 0,024 
ee Wier ee tO a le 


Ausgeprigte Krampfe nach 180 Minuten. Das sich unruhig unter 
Krampfen umherwerfende Tier beruhigt sich momentan und wird voll- 
standig normal nach intravenéser Injektion von 1 g Traubenzucker. 

Bei Eintritt der starken Krampfe 10 ccm aus der Ohrvene entnommen. 
Py!) = 7,86. 
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Abb. 4. Zu Versuch D. Abb. 5. Zu Versuch E. 


Versuch E. 29. November 1923. Kaninchen, schwarz 1,5 kg 
(kein Hungerversuch). Injektion: 0,5 cem Insulin. 
Es soll versucht werden, die daraufhin einsetzende Siuerung des Blutes 
mit NaHCO, bzw. Na,HPO, (Puffer) zu beseitigen. 











Blutzucker Py”) Blutzucker |Pq”) 

Vorher.......|| 0,166 |7,58|/Nach 80Min.....| 0,127 | — 

0,5 ccm Insulin intrav. I i! 120 wae 0,086 — 

Sofort nmachher.. . 0,155 | — a a kk sk 0,107 | 7,59 

Nach 20Min..... 0,209 | — “ey, | ee 0.101 | — 

ae ?- we ee 0131 |— . oe 0,130 | — 
i. ere ee 0,100 | — 


Nach 180 Minuten erhalt das Tier 3ccm konzentrierten Traubenzuckers 
subkutan. Tier bleibt munter. 
Wihrend des ganzen Versuchs sind keine Krampfe aufgetreten. 


1) Diese H-Ionenmessung wurde im Serum bei durchstrémendem 
Wasserstoff in der Birnenelektrode vorgenommen. 
*) Diese py-Werte sind im Vollblut mit der U-Elektrode gemessen. 





Intermiediérer Kohlenhydratumsatz und Insulin. I. 


Versuch F. 


17. November 1923. Kaninchen, schwarz, 1,5 kg (Hungertier). 
* Injektion: 0,5 ccm Insulin + 0,5 cem Adrenalin. 





Blutzucker 


gies Rae Sih iets 0,073 
* Injektion 

es NE a dw ewe wee 0,232 
40 7 are eee ee 0,267 


” 


Da Krampfe einsetzen, nach 40 Minuten 1 ccm Pilocarpin subkutan. 
Tier bleibt am Leben. 
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Abb. 6. Zu Versuch F. Abb. 7. Zu Versuch G. 








Versuch G. 


17. November 1923. Kaninchen, wei8 (Hungertier). 
* Injektion: 0,5 cem Insulin + 0,05 ccm Adrenalin. 





Blutzucker 


ST sg os a eels ah 0,142 
* Injektion 

og 8 ea a ee 0,174 
45 : ; 0,086 


75 > | ” Kriimpfe — 0.046 
105, ‘ Dart aa eae oa 0,033") 


1) Injektion: 1 ccm Traubenzucker intravenés, 2 ccm Traubenzucker 
subkutan. 
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Versuch H. 


17. November 1923. Kaninchen, grau, 2 kg (Hungertier). 
* Injektion: 0,5 cem Insulin + 0,5 cem Adrenalin intravenés. 





Blutzucker 
5s tare es @ el Wei 0,177 
* Injektion (Mischspritze) 
is EE «ok, 4 ee au 0,109 
Tod nach 10Min. unter Atem- 
lahmung und Krampfen. Blut- 
zucker sogl. n. Eintritt d. Todes 0,136 


(Adrenalintod ) 


Fassen wir das Ergebnis unserer Beob- 


~ 
> 
S 












bo achtungen tiber die Wirkung des Insulins auf 
s | + Kaninchen zusammen, wobei wir auf unsere 
a? Hh + hier beigebrachten Untersuchungen, die, wie 
120 e * gesagt, nur einen kleinen Teil unserer Er- 
100 sf fahrungen darstellen, exemplifizieren kénnen, 
» ~ so 14Bt sich folgendes sagen, was zunichst 
S eine Bestatigung der Torontoerforscher im 

* > groBen ganzen darstellt. 
wr 1. Der hypoglykamische Komplex auBert 
20 sich durch Kriampfe, die gewéhnlich in den 
0 hinteren Extremitaiten beginnen, sobald der 
~ — * dimen’ ~Blutzuckerwert die Schwelle von 0,5 unter- 
> ain schritten hat. Die Krampfe verschwinden 


fir gewéhnlich wieder, um nach einer Pause von 10, 20, 40 und 
mehr Minuten wieder aufzutreten. Nach den Krampfen tritt die 
Phase vdélliger Atonie auf mit enormer Hyperpnoe. Unter diesen Er- 
scheinungen sterben dann die Tiere. 

2. Die Blutzuckerkurve stellt keine gleichmaBig abfallende Kurve 
dar, sondern sie ist mehrphasig. Gute Beispiele geben dafir die Ver- 
suche E (kein Hungertier!) und Versuch D (Hungertier) wieder. Je- 
weiliger Abfall und Anstieg alternieren, wobei der ersten Insulinwirkung 
fir gewohnlich ein Blutzuckeranstieg und dann nach einer Pause von 
20 bis 40 bis 60 Minuten der scharfe Abfall mit wiederholter Zacken- 
bildung folgt. Der tiefste Punkt der hypoglykamischen Kurve liegt 
in der Zeit von 100 bis 120 Minuten. 

3. Man kann den hypoglykimischen Komplex durch intravendse 
Dextroselésung sofort unterbrechen, manchmal aber auch durch 
Adrenalin, doch gelingt letzteres durchaus nicht immer. Da wir dem 
Adrenalin in seiner Wirkung eine kohlenhydratmobilisierende Wirkung 
zuschreiben miissen, so ist die Annahme berechtigt, daB nur dann 
durch Adrenalininjektion die Beseitigung des hypoglykimischen Zu- 
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standes méglich ist, wenn tiberhaupt noch Kohlenhydrat beim Tiere 
mobilisierbar ist. 

Man kann die Acidese-Symptome des hypoglykimischen Komplexes 
durch Injektionen von Sek. Natriumphosphat beseitigen, das infolge seiner 
nachhaltigeren Wirkung besser wirkt als Natron bicarbonic. 

4. Von wesentlicher Bedeutung erscheint uns die Erkenntnis, die 
wir gewonnen haben, daB es durch gleichzeitige Injektion von Adrenalin 
und Insulin nicht gelingt, die Wirkung des einen wie anderen Hormons 
zu neutralisieren. Die Wirkung des Adrenalins ist kurzfristig, die 
des Insulins langhaltig. (Vgl. hierzu auch die Kurven G, F, H.) 

5. Von besonderer Bedeutung erscheint auch der von uns erhobene 
Befund, dap das Blut bei der Insulinwirkung saurer wird. Dieser Befund 
ist einwandfrei, da er mit der Gaskette erhoben worden ist. Solange 
das Tier noch nicht im hypoglykimischen Komplex steht, bleibt die 
H-Ionenkonzentration stabil, wie aus dem Vergleich hervorgeht : 

Versuch E. 
. 7,58 | 
7,59 | 
Versuch D. 


Py‘) vorher . . 8,16 | hee 
nach 3 Stunden | _ _ 7.86 | hypoglykaimische Erscheinungen. 


Versuch C. 


Py’) vorher 8,13 , ae . : 
nach 120 Minuten _ | 803 keine hypoglykamischen Erscheinungen. 


Versuch B. 


Pu’) vorher . 8.43 
nach 80 Minuten . . . 7,78 hypoglykamische Erscheinungen. 


ae 

Der ganze hypoglykiimische Komplex mit seinen Krampfen und 
seiner Hyperpnoe ist also mit einer Sauerung des Blutes vergesell- 
schaftet, die sehr stark genannt werden kann. Betonen méchten wir, 
daB die Sauerung im Blute sich ebenso durch eine Verringerung der 
Alkalireserve anzeigt. Als Beispiele dafir fahren wir zwei Versuche 
an, die gleichfalls unter gleichzeitiger Bestimmung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration mit Hilfe der Gaskette durchgefiihrt wurden. Zur 
Bestimmung der Alkalireserve verwandten wir das Verfahren von 
Rohony**), das uns gestattet, mit Hilfe von 1 Proz. alkohol. Alizarinrot 
und n/100 HCl im Serum nach Alkoholfaillung die Alkalireserve zu be- 
stimmen. 


Pq vorher . . 


each 199 Miccten, kein hypoglykamischer Komplex. 


Versuch 38. 


Einem Kaninchen, das 24 Stunden gehungert hat, und das 4, ccm 
Insulin intravendés erhalt, ohne nachfolgenden hypoglykamischen Komplex, 
') Siehe FuBnote 1, S. 123. 
2) Rohonyi Miinch. med. Wochenschr. 1920, Nr. 51. 
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wird sofort, nach 1 Stunde und nach 3 Stunden, je 10 cem Blut entnommen. 
Ein Teil des Blutes wird zur Feststellung der Wasserstoffionenkonzentration 
bestimmt, ein Teil wird nach Rohonyi mit Alizarin als Indikator und n/100 


HC! titriert. (1,5 cem Plasma + 8,5 cem Alkohol filtriert, davon 7,7 ccm.) 
Verbraucht wurden fiir die Portion I 0,87 cem n/100 HCI, 
pm II 0,87 ,, n/100 ,, 
ia Ill 0,87 ,, n/l00 ,, 
Die Wasserstoffionenkonzentration im Serum hielt sich stabil bei 
dem Werte von py 8,0. 


Hou i 


Versuch 82. 

Ein Kaninchen, das 3 Tage gehungert hat, erhalt 4% ccm Insulin 
intravenés. Nach 3 Stunden wird es komatés. Das Blut wird in gleicher 
Weise entnommen und verarbeitet wie in Versuch 38. 

Vor Beginn des Versuchs Portion I, und im Koma nach 3 Stunden 
Portion IT. 

Es wurden fiir Portion = 1,l eem n/100 HCl verbraucht, 

Tr=06 , n/l00 ,, * 

Die Wasserstoffionenkonzentration halt sich fiir das Blut in der U- 
Elektrode vor Beginn (Portion I) auf py = 7,2, im Koma (Portion I) 
auf 6,8. 

Wir diirfen die im Verlaufe des hypoglykimischen Komas auf- 
tretende Hyperpnoe als die Folge der Saéuerung des Blutes ansehen 
und haben nur zu fragen, worauf beruht die Siuerung? Sie vollzieht 
sich mit solcher Schnelligkeit und hangt gleichzeitig mit der Ver- 
minderung des Zuckerspiegels zusammen, daB es nahe liegt, folgende 
Fragen zu stellen: Beruht die Saiuerung auf einer Uberproduktion 
von CO ,, was zu einer Verschiebung der Puffer fiihren wiirde, oder 
auf dem Verschwinden von Phosphaten aus dem Blute oder auf dem 
Auftreten von sogenannten Acidosiskérpern etwa als Folge mangelnder 
Kohlenhydratverbrennung, was doch nicht gerade wahrscheinlich ist / 
Die Antwort l4Bt sich nicht so schwer finden. Tatsichlich kann 
man nachweisen, daB auch im hypoglykamischen Koma anorganische 
Phosphorséure nicht aus dem Blute verschwindet. Es gelang uns 
beispielsweise in Versuch 82 der Nachweis, daB im Serum die an- 
organische Phosphorséure vdéllig sich gleichbleibt trotz der intensiven 
Abnahme der Alkalireserve. Da8 die Zufuhr von sekundirem Phosphat 
im hypoglykamischen Koma die Saurewirkung fiir eine gewisse Zeit 
aufhebt, ist natiirlich kein Argument dagegen, da eine Anhaufung von 
CO, im Blute mit der dadurch bedingten Verschiebung des Alkalis 
in den Puffern schon eine Verringerung des sekundiren Phosphats 
zugunsten des primiren im Blute bewirkt, da, wie wir noch durch 
unseren Mitarbeiter T'subura zeigen werden, beim Insulinhunde im hypo- 
glykamischen Komplex eine starke CO,-Abdunstung eintritt, so dirfte 
wohl die naheliegendste Annahme die sein, daB der ausgesprochene 
hypoglykiimische Komplex mit einer CO,-Ubersiuerung einhergeht, 
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und es bliebe nur die Frage zu eruieren, wieso eine C O,-Uberproduktion 
die Folge der intensiven Insulinwirkung ist. Ohne weiteres wird man 
dazu gedringt, die vermehrte CO,-Produktion mit dem Verschwinden 
des Zuckers in Zusammenhang zu bringen. 

Wir weisen hier auf unsere Ergebnisse und die von Staub, Giinther und 
Froéhlich*) hin, die bei einem insulingespritzten Hunde eine Abnahme des 
anorganischen Phosphors und eine geringe Zunahme der Alkalinitét des 
Blutes fanden, doch l46t sich hier sagen, daB der Hund die Hyperpnoe 
vermissen lieB, die wir bei hypoglykaémischen Kaninchen fanden. 


AnschlieBend an diese bei Kaninchen gemachten Erfahrungen 
tuber die Insulinwirkung méchten wir noch tiber unsere Erfahrungen 
berichten, die wir an Fréschen, Mausen, Ratten, Meerschweinchen 
und Hunden gemacht haben. Zusammenfassend laBt sich sagen, daB 
man ebenso wie beim Kaninchen auch bei Meerschweinchen, Ratten 
und Hunden den hypoglykamischen Komplex zur Auslésung bringen 
kann, doch hat man den Eindruck, daB z. B. beim Vergleich von Meer- 
schweinchen und Kaninchen oft das Kaninchen leichter reagiert als 
das Meerschweinchen trotz seines vielmals gréBeren Gewichts, ja trotz 
kleinerer Dosis. Je kleiner und jiinger das Tier, desto refraktirer ist 
es gegen das Insulin; das gilt besonders fiir Frosch, Maus und Ratte. 
Von Fréschen war itiberhaupt niemals von uns irgend eine Insulin- 
wirkung im Sinne eines hypoglykaimischen Komplexes zu finden, aber 
auch die Miuse und Ratten reagierten verhiltnismaBig weit schlechter 
als die Kaninchen. Die hypoglykimischen Erscheinungen beim Meer- 
schweinchen wie bei der Ratte zeigen sich auch weit mehr im Sinne 
starker Atonien, wobei die Tiere schlaff sind und willkirlich, ohne 
sich zu regen, in jede beliebige Stellung gebracht werden kénnen als 
etwa durch Krimpfe, die beim Kaninchen sehr ausgesprochen sind. 
Trotzdem darf fiiglich behauptet werden, daB auch bei diesen Tieren 
das Insulin seine blutzuckererniedrigende Wirkung nicht vermissen laBt. 


I. 

Nachdem nun festgestellt worden war, daB8 die Insulinwirkung 
als nachhaltige Wirkung fir Stunden sich in der schubweis durch 
Zuckerbildungswellen unterbrochenen hypoglykamischen Senkung aus- 
lauft und dieses Verschwinden des Zuckers einhergeht mit einer Sauerung 
des Blutes, die, wie spiteren Versuchen vorweggenommen werden soll, 
auf CO,-Uberproduktion beruht, galt es fir uns, die intermediiren 
Vorginge zu studieren, die diesen eigenartigen hypoglykamischen 
Zustand bedingen. Es mute mit anderen Worten der Zusammenhang 
zwischen Blut und den Organen hauptsichlich hinsichtlich der Zucker- 





1) Klin. Wochenschr. 2, Nr. 52, 1923. 
Biochemische Zeitschrift Band 147. 9 
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bildung wie des Zuckerverbrauchs unter der Einwirkung des Insulins 
studiert werden, ein Unterfangen, das, wie gleich betont werden soll, 
nicht unbetrichtliche Schwierigkeiten aufbot, wollte man vor allem die 
biologischen Vorgiinge nicht als Endeffekte bilanzieren, sondern den 
Vorgang selbst verfolgen. In dem Insulinproblem steckt ja nicht nur 
ein therapeutisches Problem, sondern das Insulinproblem ist der experi- 
mentelle Schliissel zum Ritsel des Diabetesproblems und zum Riatsel 
des Kohlenhydratumsatzes, der in der Klinik bisher eigentlich nur 
unter dem Gesichtspunkte der Respirationsanalyse experimentell tiber- 
prift worden ist und deshalb in seinen intermediiren Stufen auch 
ein Ratsel geblieben ist. Wie sehr gerade fiir die Deutung der Insulin- 
wirkung die Ergebnisse der Respirationsanalyse unzureichende sind, 
wird jeder zugeben miissen, der einmal die experimentellen Ergebnisse 
der Respirationsanalysen bei insulingespritzten Tieren durchsieht. 
Nach vielen Vorversuchen sind wir zur Durchfithrung einer einheitlichen 
Methodik gelangt, die uns gestattet, gewissermaBen die vitalen Vor- 
ginge des Tieres, das unter Insulinwirkung gestellt wird, noch iiber 
den Tod hin zu verfolgen, um die Richtung des ganzen intermediiren, 
auf den Kohlenhydratumbau sich beziehenden Prozesses zu erkennen. 
In erster Linie wandten wir unser Interesse der Leber zu, da natur- 
gemaB die Leber das Organ ist, auf das das Insulin im Intermediir- 
prozeB zunachst trifft: Leber und Pankreas stellen ontologisch eine 
gemeinsame Anlage dar, sind physiologisch aufeinander eingestellt, da 
die Leber die Verdauungsprodukte, die mit Hilfe der Bauchspeichel- 
driise entstanden sind, zu verarbeiten hat, und in der Pathologie zeigt 
sich z. B. beim Fehlen des Insularapparates durch das Fehlen des 
Glykogens in der Leber, wie die Stérung der funktionellen Einheit 
Stérungen der korrelativen Organfunktion bedingt. Es mu8 also jede 
Analyse der Insulinwirkung zunichst von dem Verhalten der Leber 
ausgehen: das ist physiologisch. Es kommt dazu, daB ja die Leber 
gewissermaBen die Vorratskammer, Speisekammer und Kiiche des 
Organismus ist und von hier aus der Organismus nach seinem Bedarf 
versorgt wird. Erst in zweiter Linie wandten wir uns dem Studium 
anderer, fir den Kohlenhydratumsatz wichtiger Organe unter dem 
EinfluB des Insulins zu, das ist die Muskulatur, und schlieBlich auch dem 
Verhalten der Niere als Prototyp eines Organs, das erwiesenermaBen 
hinsichtlich des Kohlenhydratumbaues nur die Bedeutung eines ex- 
kretorischen Organs im Falle der Hyperglykiimie hat'). 


1) Uber das Verhalten der Niere, das, wie vorweggenommen werden 
soll, hinsichtlich des Kohlenhydratverbrauchs unter normalen Verhaltnissen 
wie unter Insulin praktisch belanglos ist, wird spater zusammen mit 
Ergebnissen an anderen Organen berichtet. 
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Um nun aber die Insulinwirkung richtig ausdeuten zu kénnen, 
war es nétig. das Verhalten der Organe des Normaltieres wie des Hunger- 
tieres mit und ohne Insulinwirkung zu prifen, denn nur so konnte 
ein Einblick in die tatsichlichen Insulinwirkungen voll gewonnen 
werden. 

Methodik. 


Wir beschreiben hier die Methodik, wie wir sie namentlich in den 
Versuchen 30 bis 100 zugrunde gelegt haben und wie wir sie allen Nach- 
untersuchern empfehlen méchten. Das Tier, dessen intermediirer Stoff- 
wechsel hinsichtlich des Kohlenhydratumbaus untersucht werden soll, 
wird durch Nackenschlag getétet und dann die Organe sofort entnommen ; 
Leber, Niere und Muskulatur miissen ausgeblutet sein. Von der Muskulatur 
werden am besten aus Vorder- and Hinterlaufen sowie Riickenmuskulatur 
Portionen entnommen, die anniahernd gleich sind (z. B. 10g Riicken-, 
10g Hinterlauf-, 10g Vorderlaufmuskulatur). Nunmehr werden 10g der 
gemischten Muskulatur, 10g der Leber sofort zur Glykogenbestimmung 
nach Pfliiger angesetzt, 10g Leber werden in einer Reibschale mit Pistill so 
lange verrieben, bis sie fliissig sind und sich nur wenig Bindegewebselemente 
noch in der fliissigen Leberpaste finden; das gleiche geschieht mit 10g 
Muskulatur (gemischt!), nur daB die Muskulatur sich schlecht verreiben 
14Bt, wenn man nicht etwas gereinigten Seesand hinzusetzt. Das Binde- 
gewebe lé8t sich beim Verreiben der Muskulatur als faseriger Rest ohne 
weiteres erkennen, er darf aber nicht aus dem Muskelbrei etwas heraus- 
genommen werden. Die Verreibung von Leber und Muskel in der Reibschale 
nimmt gut 7 bis 10 Minuten in Anspruch. Ahnlich verfihrt man mit 
anderen Organen. Die verriebenen Organe, genau vorher abgewogen auf 
je 10g, werden nunmehr mit einer Ringerlésung. die 0,8 Proz. NaCl, 
0,01 Proz. KCl und 0,01 Proz. CaCl, und 0,11 Proz. NaHCOs;, auBerdem 
0,1 g Dextrose enthalt, in einen etwa 500 cem haltigen Kolben tibergefiihrt, 
so daB8 Ringerlésung + Organ 100 ccm zusammen ausmachen. Die Ringer- 
lésung war vorher auf 37,5° erhitzt worden, Dextrose und Natron bicarboni- 
cum sind auf der chemischen Wage gewogen. Beziiglich des Dextrosezusatzes 
sei bemerkt, daB der Zusatz von 100 mg-Proz. der giinstigste ist, wenn man 
z. B. mit Leber arbeitet, und da8 wir diesen Zusatz am meisten empfehlen 
méchten, doch Adndert sich nichts wesentlich am Resultate, wenn man 
etwa kleinere Zusiitze (z. B. 50 mg-Proz.) wahlt. Stellt man Versuche mit 
Vogelorganen an, so empfiehlt sich wieder eher ein hiéherer Zusatz, also 
200 mg-Proz., da man damit den physiologischen Verhaltnissen niher 
kommt. 

Von diesen Organsuspensionen, die annahernd homogener werden nach 
gutem Verreiben, werden nun sofort einige Kubikzentimeter zuriickbehalten 
zur Zuckerbestimmung und weitere 10 ccm genau abgemessen mit 40 ccm 
absoluten Alkohols versetzt, umgeschiittelt und eine Weile verschlossen 
stehengelassen; sie dienen, wie vorweggenommen werden soll, zur Aciditats- 
bestimmung und Phosphorséurebestimmung. Der Rest der Suspension 
wird nunmehr genau abgemessen, die Menge vermerkt und kommt in dem 
Kolben in ein Wasserbad von 37°C, wo durch ein Geblase Luft in die 
Suspensionen geblasen wird. Es ist technisch nicht schwierig, bei einem 
guten Geblise vier Kolben zu gleicher Zeit unter Luftgeblase in ein weites 


Wasserbad zu setzen. Die Versuche kann man bereits nach }, bis 
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3%, Stunden abbrechen. Nunmehr wird, nachdem von der Geblaseréhre 
mit wenig Wasser und vom Rande des Kolbens etwa eingetrockneter 
Schaum heruntergespiilt worden ist, wiederum die Gesamtmenge der 
Suspension festgestellt. Meist sind nach einer halben Stunde etwa 20 Proz. 
verdunstet, diese Menge wird auf das alte Volumen mit Wasser aufgefiillt. 
Jetzt werden sofort einige Kubikzentimeter zur Zuckerbestimmung wieder 
entnommen und weitere 10 cem mit 40 ccm Alkohol versetzt und 
stehengelassen. 

Die Zuckerbestimmung geschieht am besten nach Folin-Wu'), die 
uns gestattet, auf das Milligramm genau den Zucker zu bestimmen. Da die 
Suspension zehnfach verdiinnt werden mu8, muB8B auch die Vergleichs- 
lésung, zu der man die frisch bereitete Lésung wahlt, zehnfach verdiinnt 
werden Wichtig ist ein wirklich exakt arbeitendes Kolorimeter; wir be- 
nutzten das Pleschsche Kolorimeter. 

Die mit 40 cem Alkohol versetzten 10 ccm der Suspension werden filtriert 
in ein verschlieBbares Kélbchen. Von dem Filtrat, das sich als absolut eiweiB- 
frei (Sulfosalicylsaureprobe) ergibt, werden 10 ccm genau abgemessen, mit 
drei Tropfen 1 proz. alkohol. Alizarinrotlésung versetzt und mit einer n/100 
HCl-Lésung bis zur Entfarbung des Rotes titriert. Titriert man nimlich 
die Ringerlésung, so kann man den Gehalt an NaHCO, mit Hilfe der 
HCl-Lésung in der Mikrobiirette und Alizarinlésung austitrieren; 10 cem des 
Alkoholfitrats entsprechen genau 2 cem der Suspension. Vergleicht man nun 
die Titrationswerte vor und nach dem Versuche, so erhalt man gewéhnlich 
einen Saurezuwachs, der sehr exakt titrimetrisch festzustellen ist. Es sei ein 
Beispiel genannt: 10 g Leber werden fein verrieben mit Ringerlésung, die 
0,11 Proz. NaHCO, enthalt, auf 100 ccm aufgeschwemmt; entnimmt man 
sofort 10 ccm, versetzt sie mit 40 cem Alkohol, filtriert, so verbrauchen 10 cem 
des Filtrats (= 2 ccm Suspension) 1,9 cem n/100 HC! bis zur vélligen Ent- 
farbung von Rot. Inzwischen wurde die Suspension im Wasserbade bei 
37° eine halbe Stunde gehalten unter Luftdurchleitung und nach Abbruch 
des Versuchs, Auffiillung auf das vorherige Volumen, wieder 10 ccm ent- 
nommen, diese mit 40 cem Alkohol versetzt und vom Filtrat 10 cem (= 2 ccm 
der Suspension) titriert. Verbraucht werden 1,3 cem n/100 HCl. Mithin ist 
ein Saurezuwachs eingetreten von 1,9 — 1,3 = 0,6 fiir 2 ccm, das entspricht 
fiir 100 cem Suspension = 30 ccm n/100 HCl. Dieser Saiurezuwachs kénnte 
vielleicht Phosphorsdure sein, doch l48t sich durch die Phosphorsaure- 
bestimmung, die wir ebenfalls durchfiihren, zeigen, daB eine solche Aciditats- 
zunahme nur im geringsten AusmaBe in Frage kommt, so daB die An- 
nahme fiir Leber und Muskel schon in Anlehnung an bekannte physio- 
logische Erfahrung berechtigt ist, diese Aciditaétszunahme beruhe in der 
Hauptsache auf Milchséurebildung. Dann ergibt die Rechnung fiir 100 cem 
Suspension, da jeder Kubikzentimeter n/100 HCl = 0,9mg Milchséure 
entspricht, eine Milchsiuremenge von 30 x 0,9mg = 27 mg; das wiirde 
also heiBen, daB8 10g Leber nach Luftdurchleitung 27 mg Milchsdure 
produziert haben. Naturgeméi$ haben diese Acidititsbestimmungen nur 
indirekten Wert; sie waren fehlerhaft in der Ausdeutung, wenn andere 
Sauren noch in Frage kiimen; das kommt aber um so weniger fiir Leber und 


1) Genauere Beschreibung siehe in Mandel-Steudel, Mikromethoden; 
Pincussen, Mikromethodik oder Brugsch-Schittenhelm, Technik klinischer 
Untersuchungsmethoden 2, 2. Aufl., 1924. 
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Muskel hier’) in Frage, als sich naémlich zeigen laBt, daB die Milchsiuremengen 
bei direkter Bestimmung der Milchséiure mit Hilfe der Extraktion im 
Lindschen Extraktionsapparat, Fallung als Zinksalz, Bestimmung als 
Acetaldehyd nach Fiirth und Charnas Werte ergeben, die unter Beriicksichti- 
gung der Phosphorsaure in der gleichen GréBenordnung liegen, wie die durch 
Acidimetrie gewonnenen Werte, ja eigentlich sich vollkommen decken. Unsere 
urspriingliche Absicht, die Milchséiurebestimmung nur direkt durchzu- 
fiihren, scheiterte an der Schwierigkeit der direkten Milchséurebestimmung, 
die fiir mikromethodische Versuche wegen der Umstandlichkeit nicht 
brauchbar ist, zumal sie nicht zum Nachweis, ob sich die Milchsiurewerte 
um einige Milligramm vermehrt haben, brauchbar ist, und darauf kommt i 
es ja an. Die acidimetrische Methode ist dagegen auBerordentlich einfach 
und andererseits, wie Kontrollen ergeben, absolut in den Resultaten sicher. 
Zum Belege der guten Ubereinstimmung von Acidimetrie und direkter 
Milchséurebestimmung fiihren wir jetzt eine Anzahl von Beobachtungen an. 
Wir betonen nur noch, da8 zur Milchsdéurebestimmung 50 cem der Suspension / 
(= 5g des Organs) von uns verwandt wurden, die sofort nach Beendigung 
des Versuchs nach Schenk enteiweiBt wurden und alsdann der weiteren 
Extraktion nach Befreiung des Filtrats von Hg in vorgeschriebener Weise 
der Extraktion zugefiihrt wurden. 











Beispiele: 

Versuch 81. 10g Kaninchenleber werden in feiner Emulsion zu 100 cem 
mit Ringerlésung suspendiert. 10g Leber produzieren nach halbstiindiger 
Luftdurchleitung acidimetrisch Séure auf Milchséiure berechnet 13 mg; 
es verschwinden 3mg H,PO,. 

Milchséure in 10g Leber direkt bestimmt 18 mg. 

Versuch 83. a) 10g Kaninchenleber werden in feiner Emulsion mit 
100 Ringerlésung zu 100 suspendiert. 

10g Leber produzieren nach halbstiindiger Luftdurchleitung acidi- 
metrisch auf Milchséiure berechnet 21,6 mg. 

Dabei werden 5,6 mg H,PO, frei. 

Die direkte Milchséiurebestimmung ergibt fiir 10g Leber = 11,8 mg 
Milchsaure. 

b) 10g Kaninchenmuskel werden in feiner Emulsion mit 100 Ringer 
zu 100 suspendiert. 

10g Muskel produzieren nach halbstiindiger Luftdurchleitung acidi- 
metrisch auf Milchsiure berechnet 9,3 mg. 

Es werden 0,5 mg H,PO, frei. 

Die direkte Milchséiurebestimmung ergibt fiir 10 g Muskel = 12,6 mg. 

Versuch 84. a) 10g Kaninchenleber werden in feiner Emulsion mit , 
Ringerlésung zu 100 suspendiert. 

10 g Kaninchenleber produzieren acidimetrisch auf Milchséiure berechnet 
16,2 mg. 

Dabei werden 2,5 mg H,PO, frei. 

Die direkte Milchséiurebestimmung ergibt fiir 10 g Leber 11 mg Milch- 
saure. 





1) Bei diabetischen Tieren liegen die Verhaltnisse anders, wie wir: in 
unserer nichsten Mitteilung zeigen werden. 
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b) 10g Kaninchenmuskulatur werden in feiner Emulsion mit Ringer- 
lésung zu 100 suspendiert. 

10g Muskulatur produzieren acidimetrisch auf Milchséure berechnet 
13,3 mg. 

Dabei werden 0,3 mg H,PO, frei. 

Die direkte Milchséiurebestimmung ergibt fiir 10g Muskel = 2 mg 
Milchsaure. 

Wo also H,PO, frei wird, ist dieser Wert fiir das Ergebnis der Acidi- 
metrie in dem Sinne zu verwerten, da8 der auf Milchséiure berechnete 
acidimetrische Wert zu hoch ist, und zwar durchschnittlich fiir je 1 mg 
H;PO, um 2 mg Milchsaéure; umgekehrt, wo H, PO, verschwindet, ist der 
acidimetrisch berechnete Milchséiurewert zu niedrig, und zwar wiederum 
fiir 1 mg H, PO, um 2 mg Milchsiure. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse 
der H, PO,- Bestimmung ist also die Acidimetrie fiir unsere Versuche durchaus 
als sicher anzuerkennen. 

Zur Bestimmung der anorganischen H,PO, bedienen wir uns des 
als zuverlassig befundenen Verfahrens von Embden') (Fallung der H,PO, 
als Molybdan-Strychninverbindung). Das Verfahren gestaltet sich insofern 
noch sehr einfach fiir uns, als wir es in 25 cem des alkoholischen Filtrats, 
das zur Acidimetrie verwandt wurde, zur Anwendung bringen konnten. 
Entsprechend der Embdenschen Vorschrift wurde das alkoholische Filtrat 
(der Alkohol] stért nicht!) auf 60 ccm mit H,O aufgefiillt, mit 20 cem des 
Reagens versetzt, nach halbstiindigem Stehen nach der Originalvorschrift 
durch einen Goochtiegel filtriert und gewogen. 


Eigene Versuche, 


Die erste Frage, die wir uns stellten, war die: Wie verhdlt sich 
eine Suspension von lebensfrischer Leber in Ringerlésung hinsichtlich 
etwaiger Glucosebildung, wenn man diese Suspension bei Bluttemperatur 
(37° C) sich selbst iiberlapt ? 


Versuche an Fréschen (normale Winterfrésche, Hunger). 





, | Glucose: Glucosezuwachs Saurezuwachs, 

ne | ngeerRingndions | oT Eee iag| “entice | “weiss 
can mg mg mg 
2 1: 25 50 5,5 0,36 
3 1: 25 100 9.5 0,71 
7 1:25 100 2.5 0,8 
l 1:25 50 3,5 ? 
5 1:25 | 100 42 | 0,72 
8 1:25 100 3.0 0,75 
Durchschnitt . . | 47 0,67 


1) Embden, Handbuch d. biol. Arbeitsmeth., Abt. I, Teil 3, Heft 5, 1921. 
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Versuche an insulingespritzten Fréschen (Winterfrésche, Hunger). 





Dosis = 5 Einheiten. Dauer der Einwirkung 2 Stunden. 
Veshiltnis von Leber Glucose Glucosezuwachs Saurezuwachs, 
N R konzentration in nach | Stunde berechnet auf Milch- 
Nr. , ing zur Ringerlésung | Proz d Ringerlésung pro g Leber saure pro g Leper 
in com mg mg mg 
9 1:25 100 18 03 
6 1: 25 100 2.0 O5 
6b 1:25 100 2.5 4 
Durechschnitt . . 2,1 O4 


Nachdem diese orientierenden Versuche am Frosche zunichst er- 
geben hatten, daB die lebensfrische Leberemulsion in Ringer beim 
Frosche eine geringere Glucose- und Milchsiureproduktion nach ein- 
stiindigem Stehen bei insulingespritzten Tieren hervorruft, sind wir 
zu Versuchen an Miausen, Ratten und Meerschweinchen tibergegangen. 
Da die geringen Lebergewichte nur Mengen von 1g (bei Miusen 
eventuell noch weniger) zu verarbeiten gestatteten, wihlen wir hier 
in dieser Darstellung die Versuchsergebnisse an Meerschweinchen, bei 
denen die GréBe der Leber es gestattete, gréBere Lebermengen zu ver- 
arbeiten. Auch hier wurde die in Ringer suspendierte Leberemulsion 
1 Stunde im Thermostaten sich selbst tiberlassen. 


Normal genihrte Meerschweinchen. 





Verhaltnis von Glucose. Glucosezuwachs Milchsaure- 


konzentration zuwachs nach 
s 
Leber in g zur oy nach 1 Stunde 


. 1 Stunde pri 5 
Nr. Ringerlosung Ringerlosung pro 10g Leber 10 y Leber Bemeckunges 
in com m, mg mg 
l0a 3:25 0 34.0 6.0 
l2a 3:25 0 45.0 5.0 
12b 3:25 0 40.0 20 
14 —_ 10 48.0 40 
15 3:25 10 45.0 3.0 
41 3:25 10 75.0 5. 
40 3:25 10 120,0 3.0 
67 9:75 30 220.0 13,0 
Durchschnitt . . 78,0 5,0 
Hungermeerschweinchen (nach 24stiindigem Hungern). 
43 3:25 10 25,0 2.0 2 * 24Std. Hunger 
44 3:25 10 130,0 3.0 
45 3:25 1c 143.0 3,0 
47 3:25 10 35.0 4.0 2 x 24Std. Hunger 
69 10: 75 30 20,0 O00 





710 24 


Durchschnitt . . 
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Vergleicht man die Zuckerbildung der sich selbst iiberlassenen Leber- 
emulsion in Ringer bei Normaltieren und Hungertieren, so zeigt sich 
deutlich im Hunger die Tendenz zur Verminderung der Glucose bzw. 
Milchséiurewerte, wobei der zweimal 24stiindige Hunger die Werte 
auffallend niedertreibt. 


Insulinversuche an Hungermeerschweinchen. 


(Die Tiere wurden nach 24stiindigem Hunger gespritzt und verschiedene 





Zeit nach der Injektion getétet. 1cem des Insulins = 20 Einheiten.) 
. , Glucosezuwachs : J 
oe von eee aech 1 Stunde a mprerl ~_ s d § Hypoglyka- 
: eber in g zur ‘ Stehen im Brut-| 2¥wachsnmach 23 22% 
Nr. Ringerl in Proz. der schrank pro 1Stunde pro 3§ 537%  mischer 
ngeriosung | Ringerlésung 10 g Leber l0gleber 26 NE || Komplex? 
in ccm 
my mg mg eem| Std 
18 3:25 10 200 6 1| nein 
19 6: 25 10 100 0 1) My, 
25 6:25 10 65 3 at ‘ 
39 3:25 10 20 2 ae) V4 e 
48a 3:25 10 100 3 aie | U4e . 
70* 3:25 30 250 10 1 2 ° 
Durchschnitt . | 122 4 
37 3:25 10 20 2 ‘,) 15/q | ja, Krampfe 
42 3:25 10 20 3 l J ‘ 
49 3:25 10 18 0 1] Phe « 
Durchschnitt . 19 2 


* Meerschweinchen trachtig! 


Vergleicht man die Insulinversuche mit den Versuchen am Normal- 
tiere bzw. Hungertiere, so laBt sich folgendes ablesen: die Glucose- 
produktion ist beim Hungertiere unter Insulin nicht vermindert, ja 
sogar erhéht, solange noch kein hypoglykimischer Komplex (Kriampfe, 
Atonie) vorhanden ist; die Milchséurebildung ist nicht wesentlich 
geaindert. Sobald aber ein hypoglykimischer Komplex vorliegt, sind 
Glucosebildung und Milchsiurebildung auffallig vermindert. Worauf 
beruhen diese Erscheinungen ? Man muB sich die Herkunft der Glucose 
in diesen Versuchen klarmachen. Die Glucose stammt, wie wir uns 
sagen kénnen, freiwerdend durch einen diastatischen ProzeB, aus dem 
Glykogen der Leber, die Milchsiiure aus der Glucose. Es galt also 
zunachst zu entscheiden: 

1. Wird durch Insulin der diastatische LeberprozeB beeinfluBt in 
dem Sinne einer antidiastatischen Einwirkung ? 

2. Falls nicht, wie verhalten sich die Glykogenwerte bei Normal- 
tieren, Hungertieren, insulingespritzten Tieren auSerhalb des hypo- 
glykamischen Komplexes und im hypoglykimischen Komplex. 








eR = 
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Leberdiastaseversuche. 


Zul. Zur Durchfiihrung dieser Versuche wurden Froschlebern fein 
zerrieben und mit physiologischer Kochsalzlésung (p,, = 7) aufgeschwemmt. 
Diese Aufschwemmungen reagierten negativ mit Lugolscher Lésung; 
dann wurden die Versuche wiederholt mit einer ] proz. Stairkelésung und 
nach einstiindigem Aufenthalt im Brutschranke entsprechend der Wohdl- 
gemuthschen Versuchsanordnung der Titer des Stirkeabbaus mit Hilfe 
Lugolscher Lésung bestimmt. 


Ergebnisse, ausgedriickt in Einheiten: 


Nr. la Hungerfrosch: Leberprefsaft + Blutserum 1:1 .........- Diastase 0 
»~ oo LeberpreBsaft + njl0 Phosphorsaure (Py 7.5) . - - - = 0 

2 Pankreasloser Frosch, Leberemulsion 1:10... ....-.-.5+5+5:5 = 10 (4) Std.) 
«2 ‘ e ‘ oe 2 oe | : W (yp .) 

4 Normaler Frosch, Leberemulsion 1:10... ... 1... 6.56 eee a = 5 (i, ) 
~ 5 Pankreasloser Frosch, Leberemulsion 1:10. ..........4.-. a 5. .) 
- 6 Normaler Frosch, Leberemulsion 1:10. ..........++2-. Fs =D ) 
a ~ 7 ')eem Insulin zur Leberemulsion 1:10 ... . .« ‘i 20 «1 ) 
~ 8% Pankreasloser Frosch, %,ccm Insulin zur Leberemulsion 1:10 . . . e 2a .) 
~ °% Normaler Frosch. Leberemulsion 1:10. ...........4+++-. be = 10 (hy ) 
. 10 - - '}cem Insulin zur Leberemulsion 1:10 ... . . = 10 (Vy .) 
~ 11 Pankreasloser Frosch + '/,ccm Insulin zur Leberemulsion 1:10 . . © = 10 (MH, ) 
» 12 Normatler Frosch, nach Injektion v. '/, ccm Insulin, Leberemulsion 1 : 10 a S$@e. .) 


Uber diese Versuche hinaus wurden noch etwa 20 Versuche jeweils mit 
dem Erfolge bei Fréschen angestellt, daB weder die Pankreasexstirpation 
noch die Insulininjektion beim Frosche den diastatischen Wert der Leber 
nennenswert andert. Nunmehr haben wir gleiche Versuche an Mausen mit 
Insulininjektion und Adrenalininjektion angestellt mit dem Ergebnis, 
daB in manchen Fillen die diastatische Kraft unter Insulin bzw. Adrenalin 
sich um einige Einheiten vergréBert fand, ohne daB es aber erlaubt ist, 
hieraus einen biindigen Schlu8 auf eine beschleunigende Wirkung der 
diastatischen Kraft der Leber unter dem Einflu8 des Insulins zu zeigen. 
Wir geben aus den Versuchen nur einige Ergebnisse wieder: 





Sass Leberemulsion Diastase 
Ungespritzt re eee 1:10 10 Einheiten ('/, Std.) 
Mit */,cem Insulin gespritzt . . 1:10 15 4 (1/2 ) 
1), ,, Adrenalin gespritzt . 1:10 10 * (*/s ) 
_- = _ ; 1:10 15 a. (V/s ) 


Wir kénnen aus der groBen Reihe von Diastaseversuchen an Frosch- 
und Mauselebern hinsichtlich des Einflusses des Insulins auf die diastatische 
Kraft der Leber nur den einen Schlu8 ziehen, daf das Insulin die Leber- 
diastase nicht hemmt, vielleicht sogar eher /drdert. 

Zu 2. Nunmehr war die Frage zu beantworten, ob sich die Glykogen- 
werte der Normaltiere, Hungertiere und insulingespritzten Tiere nennens- 
wert unterscheiden, so daB man etwa berechtigt wire, die Unterschiede 
in bezug auf die Glucoseproduktion der Leberemulsion auf die Glykogen- 
unterschiede zu beziehen. Zur Beantwortung der Frage haben wir eine 
gréBere Reihe von Lebern der Meerschweinchen (und Kaninchen) auf ihren 
Glykogengehalt untersucht; wir stellen diese Werte, geordnet nach der 
Zusammengehorigkeit der Versuche, hier zusammen: (M = Meerschweinchen, 
K = Kaninchen). 

















ae 
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Glykogengehalt in 10g Leber, berechnet in Milligramm Dextrose. 





86 
76 
50 
66 


A - B - ( Hypogly- 
Normaltiere ‘ Hungertiere (24 Std.) |" oe gS Nae laa 
K  . J 2 Cee) tl) ee 69 —_ 
K 92108); M.... 40}52); M . inn CS - 
M 300 Stem .:«...1<8 - 
M 90 S7iiM... ~ 20 
ee 220 — 








D. Hungertiere, denen Dextrose intraperitoneal zugleich mit Insulin 


gespritzt worden ist. 


Versuch 62. M., 300 mg (Injektion von 1 cem Insulin + 2 g Dextrose, 


getétet nach 1 Stunde). 


Versuch 58. M., 100 mg (Injektion von % cem Insulin + 1 g Dextrose, 


getétet nach 1 Stunde.) 


Versuch 54a. M., 220 mg (Injektion von 1 cem Insulin + 4 g Dextrose, 


getétet nach 2 Stunden). 


E. Normaltier (M), dem Insulin (% cem) gespritzt wird, ohne Wirkung, 


2 Stunden spiiter getétet = 220 mg). 


Aus diesen Versuchen geht hervor: 1. die héchsten Werte an 


Glykogen zeigen Normaltiere, ebenso aber auch Hungertiere, die mit 
der Insulininjektion ein Zuckerdepot bekommen haben und die nicht 
nach 2 Stunden getétet worden sind; bei den Hungertieren, bei denen 
die Insulinwirkung einen hypoglykdmischen Komplex ausgelést hat, ist 
der Glykogengehalt der Leber auffdllig niedrig geworden. 


Die Resultate hinsichtlich des Glykogengehaltes decken sich also 


mit den Resultaten der Glucoseproduktion bei der Leber-Ringer- 
emulsion insofern, als man sagen darf, daB unter Insulin im hypo- 
glykamischen Komplex die geringe Zuckerproduktion der Leber wohl mit 
den auffallig niedrigen Glykogenwerten in Zusammenhang stehen mu. 
Warum zeigen aber die Hungerlebern unter Insulin einen relativ hohen 
Glykogenwert, sofern man mit dem Insulinzucker injiziert, auch wenn 
diese Mengen nur relativ gering sind ? 


Um hierin eine Lésung zu finden, muBte nunmehr der Mechanismus 


der Zucker- bzw. Milchsiureproduktion eingehend untersucht werden, 
weshalb zuniichst eine Anderung der Methodik vorgenommen wurde. 
Es wurde nunmehr unmittelbar nach Verreiben der emulsionierten Leber 
mit Ringer der Zuckerwert untersucht und dann nach einstiindigem Stehen 
die Aufschwemmung im Thermostaten. | 


Beispiele: 


Versuch 42. Meerschweinchenleber eines 24-Stunden-Hungertieres. 


3g Leber : 25 Ringeriésung mit. . . . - 10 mg-Proz. Glucose, 
sofort werden, fiir 10 g Leber berechnet, 25 mg Glucose, 
es BG ee 4.8 a 0 2 0 oe ae 6 2 . > + 2 mg Milchsaure gebildet 





Zuwachs 2mg Milchsaure 
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Versuch 44. Meerschweinchenleber eines 24-Stunden-Hungerticres. 


3g Leber:25 Ringeriésung mit. . . . . 10 mg-Proz. Glucose, 
sofort werden, fir 10g Leber berechnet, 120 mg Glucose, 
— sf rrr ee ee 1”. ° + 3mg Milchsdure gebildet 


Zuwachs 10 mg Glucose + 3 mg Milchsaure 


Versuch 45. Meerschweinchenleber eines 24-Stunden-Hungertieres 


3 g Leber: 25 Ringerlésung mit... . . 10 mg-Proz. Glucose, 
sofort werden, fiir 10g Leber berechnet, 130 mg Glucose, 
es. GE s digs al sb OS ee 143 . - + 3mg Milchsaure gebildet 


Zuwachs 13 mg Glucose + 3 mg Milchsaure 


Versuch 47. Meerschweinchenleber eines 24-Stunden-Hungertieres. 


3 g Leber : 25 Ringerlésung mit... . . 10 mg-Proz. Glucose, 
sofort werden, fiir 10g Leber berechnet, 28 mg Glucose, 
— EP Prrrereerterurece - o ‘ + 4mg Milchsaure gebildet 


Zuwachs 7 mg Glucose + 4 mg Milchsaure 

Beriicksichtigt man nur die Vorgange nach der Emulsionierung, se 
bildet die Leber-Ringeremulsion im Verlaufe einer Stunde, ohne O,-Zufuhr, 
kleinere Mengen Glucose und Milchsdure bei einem 24-Stunden-Hungertier, 
die sich pro Gramm Leber auf héchstens 1 bis 2 mg Glucose + Milchsdure 
erstrecken. 

Wie liegen die Verhaltnisse bei insulingespritzten Hungertieren unter 
gleichen Verhaltnissen der Versuchsanordnung ? 

Versuch 37. Meerschweinchenleber eines 24-Stunden-Hungertieres, das 
134 Stunden vor seinem Tode 4% ccm Insulin bekommen hat. (Hypo- 
glykamischer Komplex.) 


3g Leber : 25 Ringerlésung mit... .... 10 mgsProz. Glucose, 
sofort werden, fiir 10 g Leber berechnet. . . 28 mg Glucose, 
ee eee ee 2 . é 0,0 mg Milchsaure 
1 Sceut.@ & 620 0.6098 mere wales - 20 . _ gebildet 


Defizit 8 mg Glucose, Zuwachs 2,0 mg Milchsaure 
Versuch 42. Meerschweinchenleber eines 24-Stunden-Hungertieres, das 
2 Stunden vor seinem Tode | ccm Insulin bekommen hat. (Hypoglykamischer 
Komplex. ) 


3g Leber: 25 Ringerlésung mit. ...... 10 mg-Proz. Glucose, 
sofort werden, fiir 10 g Leber berechnet . . . 25 mg Glucose, 
Sess ee ivan e neue atas ss “ 3mg Milchsaure gebildet 


Defizit 5 mg Glucose, Zuwachs 3mg Milchsaure 

Vergleicht man die beiden Insulinversuche mit dem hypoglyka- 
mischen Komplex mit den Versuchen an den Hungertieren, so tritt 
ein bemerkenswerter Unterschied zutage: dort Zuwachs an Glucose 
+ Milchsiéure, wihrend beim Insulintier im hypoglykamischen Komplex 
ein Defizit an Glucose mit geringem Zuwachs an Milchsaure sich ein- 
stellt. Wie steht das insulingespritzte Meerschweinchen ohne hypo- 
glykimischen Komplex ? 

Als Beleg fihren wir hier einen Versuch an: 

Versuch 39. Meerschweinchenleber eines 24-Stunden-Hungertieres, das 
¥% ccm Insulin bekommen hat; getitet 14% Stunden nach der Injektion; 
kein hypoglykamischer Komplex. 


3g Leber: 25 Ringerlésung mit. . . . . 10 mg-Proz. Glucose, 
sofort werden, fiir 10 g Leber berechnet, 20 mg Glucose, 
ak A A re ee 2. rm + 2mg Milchsaure gebildet 


Zuwachs + 0 mg Glucose + 2 mg Milchsaure 
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Dieser Versuch steht also in der Mitte zwischen den reinen Hunger- 
versuchen und den Insulinversuchen mit ausgesprochenem hypo- 
glykamischen Komplex. 

Nunmehr dnderten wir unsere Versuchstechnik. Ausgehend von der 
Ansicht, daB die Bildung von Glucose und Milchsiure ein anoxybio- 
tischer SpaltungsprozeB sei, daB dagegen das Verschwinden der 
Dextrose ohne entsprechende Milchsdurebildung ein oxybiotischer 
Vorgang sei, stellten wir die Versuche statt einfacher Thermostat versuche 
mit Luftdurchleitung an. Diese Luftdurchleitung muB an sich schon den 
Vorteil bieten, daB die Vitalitat der Gewebe sich langer in der O,- 
durchperliten Ringerlésung erhailt — die Ausfalle der Versuche miBten 
also bessere werden—, sodann stand vor allem zu erwarten, daB sich 
die oxybiotischen Vorginge in viel gréBerer Schirfe und Deutlichkeit 
zeigen wirden. 

Der Versuch 37a, der eine Erginzung zu dem Versuch darstellt, be- 
staétigt sofort unsere Erwartung (vgl. Versuch 37, oben). 


Die Leberemulsion (3: 25 Ringer mit 10 mg-Proz. Glucose) wird im 
Wasserbade mit Luft durchblasen (gleiches Volumen!). 


sofort werden, fiir 10 g Leber berechnet . . 28 mg Glucose, 
mes 4 Ghd, . oe 0 0 0 8 0 oe 6 €)n & 02% 0. a + 2 mg Milchsaure gebildet 


Defizit 18 mg Glucose + Zuwachs 2 mg Milchsaure 

Das Verschwinden der Glucose ohne entsprechende Milchsdure- 
bildung bei den Insulinhungertieren im hypoglykdmischen Komplex 
zeigte mit aller Klarheit, daB bei der ausgesprochenen Insulinwirkung 
ein oxybiotischer ProzeB die Hauptrolle spielt, dessen Tendenz zu er- 
kennen galt. Das war aber nur méglich unter gleichzeitiger Einbeziehung 
der anorganischen P,O, in den Kreis der Beobachtung. 

Versuch 71. Normalmeerschweinchen, voll genahrt. 15g Leber zu 
125 cem Ringerlésung mit 10 mg-Proz. Glucose suspendiert. Berechnung 
des Versuchs auf 10g Leber. Luftdurchleitung durch die Emulsion im 
Wasserbade bei 37° C. 





Glucose (nach Abzug Saure als Milchsaure ) 
der zugesetzten) berechnet H; PO, 
mg my mg 
Ree pasa ee 97 : _ 13 
Nach '/, Stunde .... 99 8 16 (?) 
eo ys oe te 95 10 I4 
” l - os ee | 88 12,2 14 
Differenz. . . —9 + 12,2 +1 


Einem Verbrauch von 9 mg Glucose steht bei einer Normalleber eine 
Bildung einer gleichen Menge Milchsiiure gegeniiber. Der kleine Zuwachs 
von freier Phosphorséure l46t an die Méglichkeit denken, da8 hier eine 
Zuckerbildung aus Hexosephosphorsaure stattgefunden hat. Trotz Luft- 
durchleitung tragt der Ubergang von Glucose in Milchsaure lediglich den 
Charakter des anoxybiotischen Prozesses. 
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Als Gegenstiick ein Versuch wiederum im Thermostaten ohne Luft- 
durchleitung. 

Versuch 74. Normalmeerschweinchen, voll genadhrt, 15g Leber zu 
125 ccm Ringerlésung mit 10 mg-Proz. Glucose suspendiert. Berechnung 
des Versuchs auf 10g Leber. 1 Stunde Thermostat. 





Glucose (nach Abzug Milchsaure 


der zugesetzten) (acidimetrisch) H, PO, 
mg mg my 
ES 160 _ 18 
Nach 1 Stunde. .... 167 7 18 
Differenz. . . +7 +7 £9 


Mangelhafte Durchliijtung beférdert den diastatischen ProzeB, Durch- 
liiftung bewirkt den glykolytischen ProzeB. Fiir diese Ansicht mégen auch die 
folgenden Versuche sprechen. 

Ver$uch 83. Normalkaninchen, voll genahrt. Leber 10,0 zu 100 Ringer- 
l6sung mit 100 mg-Proz. Glucose (die Beschreibung vgl. Methodik). Luft- 
durchleitung bei 37°C im Wasserbade. 





Glucose (nach Abzug Milchsaure . 
der zugesetzten) (acidimetrisch) H, PO, 

mg my me 

0 See eee 56,4 _- 10,6 
Nach '/, Stunde . . ; 44.0 21,6 15,6 
Differenz. . . —124 + 21.6 + 50 


Die direkte Milchséiurebestimmung ergibt 11,8 mg Milchsaéure. 

Hier zeigt sich eine Glykolyse, wobei der Zuwachs an H,PO, darauf 
hinweist, daB freier Zucker zum Teil wenigstens aus Hexosephosphorsaure 
entstanden ist'). Keine Férderung des diastatischen Prozesses! 


Versuch 84. Normalkaninchen, voll genahrt. Leber 10,0 g zu 100 Ringer- 
lésung mit 100 mg-Proz. Glucose. Luftdurchleitung bei 37° C im Wasserbade. 





Glucose (nach Abzug Milchsaure < 
der zugesetzten) (acidimetrisch) H,PO, 

mg mg mg 
See 146 — 8.3 
Nach '/, Stunde ... . 135 16,2 10,8 
Differenz. . . —1)1 + 16,2 + 25 


Einem Defizit von 11 mg Glucose steht ein gleichnamiger Séurezuwachs, 
der auf Milchsiure + Phosphorséure zu beziehen ist, gegeniiber. Auch hier 
wieder nur anoxybiotische Glykolyse, weiter weist auch hier der Zuwachs 
an Phosphorsaéure darauf hin, da8 freier Zucker aus Hexosephosphorsiure 
entstanden ist’). 


1) Da die Hexosephosphorséure auch reduziert, ist naturgem&S8 der 
Zuwachs an Glucose aus der Hexosephosphorséure mit unserer Methodik 
nicht erfaBt worden. Hieriiber wird in einer spateren Mitteilung berichtet 


werden. 
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Nunmehr lassen wir eine Reihe von Hungerversuchen an Meerschwein- 
chen und Kaninchen folgen. 

Versuch 73. Hungermeerschweinchen, 24 Stunden Hunger. 15g Leber 
zu 125 Ringerlésung mit 30 mg-Proz. Glucose. Luftdurchleitung bei 37° C. 
Berechnung der Versuche auf 10g Leber. 





Glucose (nach Abzug Milchsaure : 
der zugesetzten) (acidimetrisch) H,PO, 

mg mg mg 

See ee 8U —_— 16,0 
Nach '/, Stunde .... 75 + 4 17,3 
2 : - BF reel as 69 + 14 17,5 
Differenz. . . —I11 +14 + 15 


Das Ergebnis ist das gleiche wie in den Versuchen 71, 83 und 84! 

Das gleiche Ergebnis hat auch Versuch 76 und 77. 

Versuch 76. Hungermeerschweinchen (24 Stunden Hunger). 5g Leber 
zu 50 Ringerlésung mit 100 mg-Proz. Glucose. Luftdurchleitung bei 37° C. 
(Berechnung auf 10g Leber.) 





Glucose Milchsaure 

(nach Abzug der zugesetzten) (acidimetrisch ) 
my my 
NE ee ee ee ae 53.8 — 
Meek */, Stunde ........ 34,0 18.0 
Differenz. .. . — 19,8 + 18,0 


Versuch 77. Hungermeerschweinchen (24 Stunden Hunger). 5g Leber 
+ 50 Ringerlésung mit 100 mg-Proz. Glucose. Luftdurchleitung (Berechnung 
auf 10g Leber). Luftdurchleitung bei 37° C. 





Glucose (nach Abzug Milchsaure 
der zugesetzten) (acidimetrisch ) H, PO, 
my mg mg 
Pies i ae EPS 69 — 18 
Nach '/, Stunde ... . 65 4 18 
Differenz. . . —§ +4 +0 





Der gleiche Versuch im Thermostaten durchgefiihrt. 


Glucose (nach Abzug Milchsaure 
der zugesetzten) (acidimetrisch) Hy PO, 
mg mg mg 
A oan ae 70 — 16 
Nach 1 Stunde. .... Ow 8 16 
Differenz. . . + 20 +8 +0 


Bei normal gendhrten Tieren sowie bei Hungertieren (24 Stunden) tritt 
im Luftdurchleitungsversuch Glykolyse von Zucker in Milchsdure, teilweise 
auch Zuckerbildung aus Hexosephosphorsdure ein. Bei fehlender Lujftdurch- 
leitung bildet sich Glucose im UberschuB neben Milchsdure. 
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Anders verlaujen die Versuche an insulingespritzten Tieren im hypo- 
jlykdmischen Komplex, in dem sie getétet wurden. 


Versuch 72. Hungermeerschweinchen; erhalt 2cem Insulin: nach 
2',, Stunden Krampfe. 15g Leber zu 125 Ringerlésung mit 100 mg-Proz. 
Glucose. Luftdurchleitung bei 37°C im Wasserbade. Berechnung auf 
10g Leber. 





Glucose (nach Abzug Milchsaure ° 
der zugesetzten) (acidimetr sch) H, PO, 

mg my ng 
Gofort . .. .. ; ' 40 0 21,0 
Nach '/,Stunde .... 32 0 19,0 
25 Minuten. ... 22 2.0 14.0 

1 Stunde..... 10 2,0 8,0 
Differenz. . . — 30 + 2,0 — 13,0 


Das Ergebnis des Versuchs steht in einem Gegensatz zu den vorherigen. 
Dem Verschwinden von 30 mg Glucose steht kein entsprechender Saure- 
zuwachs gegeniiber, dafiir sind allerdings 13mg H,PO, verschwunden, 
was auf eine organische Zuckerphosphorséurebindung hinweist. Durch das 
Verschwinden von Phosphorsiiure kann hier acidimetrisch sehr gut ein Teil 
anwesender Milchsiure verdeckt sein, immerhin ist der bemerkenswerteste 
Befund der, da8 ein Aufbau von Hexosephosphorsaure erfolgt sein mu&. 

Noch einwandsfreier erscheint in der Deutung der Versuch 78. 

Versuch 78. Kaninchen, das 24 Stunden gehungert hat, erhilt 1 ccm 
Insulin. Nach 3 Stunden (Beginn der Krampfe) getétet. 10g Leber zu 
100 Ringerlésung mit 100 mg-Proz. Glucose. Luftdurchleitung bei 37° ¢ 





Glucose (nach Abzug Milchsaure 





der zugesetzten) (acidimetrisch) Hs? O% 

my mg mg 

Sofort be died Sir eel 110 — 15,7 
Nach *, Stunden . . 60 10.5 9.0 
Differenz . BO + 105 —-¢7 


Hier zeigt sich einwandsfrei das starke Defizit an Glucose, dem kein 
auf Milchsiure zu _ beziehendes Aquivalent an Séure gegeniibersteht. 
Andererseits ist wieder anorganische Saure verschwunden, was auf Bildung 
einer Hexosephosphorsdure hinweist. 

Ein voéllig analoges Ergebnis zeigen die niachsten drei Versuche: 

Versuch 79. Ein fettes Kaninchen hungert 5 Tage; am dritten Tage 
erhalt es 1 ccm Insulin morgens und mittags Dextrose (10g subkutan), 
am Tage wiederum 10 g Dextrose subkutan und am Abend des vierten Tages 
1 cem Insulin; am fiinften Tage 2 ccm Insulin. Nach 3 Stunden getétet im 
hypoglykimischen Komplex. 10g Leber zu 100 Ringer mit 100 mg-Proz. 
Glucose. Luftdurchleitung bei 37° C. 





Glucose (nach Abzug Milchsaure 


der zugetuhrten)  (acidimetrisch) Hy PO, 

my mg mg 

Sofort ee ee 147 — 19,0 
Nach *, Stunden . . © + 12.0 16,0 


Differenz. . — 57 + 12,0 — 3.0 
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Versuch 80. Hungermeerschweinchen: das 4 Tage gehungert hat, 
erhalt 0,7 ccm Insulin. 1% Stunden spiater hypoglykaémisch. 10g Leber 
zu 100 Ringerlésung mit 100 mg-Proz. Glucose. Luftdurchleitung bei 37° C. 





Glucose (nach Abzug| Milchsaure 
der zugesetzten) (acidimetrisch) HPO, 
mg my mg 
PT et aia 24 — 12,0 
Nach |, Stunde .. — 20 7 10.0 
Differenz. . — 4 +7 —20 


Versuch 81. Kaninchen, das 3 Tage hungert, bekommt am zweiten 
Tage 0,5 ccm Insulin und 10 g Dextrose; am dritten Tage 0,5 cem Insulin. 
2 Stunden spater hypoglykamischer Komplex. 10g Leber zu 100 Ringer- 
lésung mit 100 mg-Proz. Glucose. Luftdurchleitung bei 37° C. 





Glucose (nach Abzug Milchsaure 
der zugesetzten) _ (@cidimetrisch) myPO, 
mg mg my 
SO a 190 — 20 
Nach 1), Stunde. . 166 13 16 
Differenz. . — 24 +13 —4 


Versuch 81 bildet allerdings schon einen gewissen Ubergang zu den 
Hungerversuchen 73, 76 und 77, noch mehr die Beobachtung 75, bei der 
eine Insulineinwirkung in Form eines hypoglykimischen Komplexes nicht 
zu erzielen war. 

Versuch 75. Hungermeerschweinchen, 24 Stunden Hunger, erhalt 1 cem 
Insulin, nach 2 Stunden noch kein hypoglykiimischer Komplex. 15 g Leber 
zu 125 Ringerlésung, die 100 mg-Proz. Glucose enthalt. Luftdurchleitung 
bei 37°C. 





Glucose (nach Abzug  Milchsaure 
der zugesetzten) (acidimetrisch) HyPO, 
mg mg mg 
3a 0 — 16 
Nach 1), Stunde .. —5 +6 5 
~ y 4 Pe tea 8 +7 
Differenz. . —s8 +7 —I1 


Uberblickt man nunmehr noch einmal insgesamt simtliche Ver- 
suche, so laBt sich fiir die Leber hinsichtlich des Kohlenhydratumsatzes 
fir die Norm, den Hunger und Insulin folgendes sagen: Die normale 
Leber ist glykogenreich und wird im Hunger glykogenirmer; sie ist 
besonders glykogenarm bei Tieren im hypoglykimischen Komplex. 
Die Leber gibt nun auf anoxybiotischem Wege Zucker ab und Milchsaure. 

Eine erstickende Leber (ungeniigende Durchliiftung) beférdert 
die diastatische Zuckerbildung, die durchliiftete Leber beférdert die 
Glykolyse, wobei gleichzeitig eine Zuckerbildung aus Lactacidogen 
(Hexosephosphorsaure) stattfinden kann. i 
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Insulin bewirkt eine Oxybiose, indem Traubenzucker verschwindet, 
das Defizit aber nicht durch eine entsprechende Milchsiuremenge 
reprasentiert wird. Da bei dieser Oxybiose anorganische Phosphor- 
siure gleichzeitig verschwindet, so ist der SchluB erlaubt, daB die Oxy- 
biose der oxydativen Synthese dient, indem zunachst der Zucker tiber 
die Milchsiure anoxybiotisch abgebaut und die Milchsiiure oxybiotisch 
iiber die Hexosephosphorsiure wieder aufgebaut wird. So wiirde 
sich die Aufgabe des Insulins fiir die Leber sehr leicht dahin erkliren, 
daB die Leber durch das Insulin befaihigt wird, aus dem mit der Pfort- 
ader zugefiihrten Nahrungsstrome oxydativ den Aufbau des Glykogens 
zu bewirken, und es wiirde ohne weiteres verstindlich, warum eine 
pankreasdiabetische Leber kein Glykogen mehr bildet, es fehlt ihr 
eben die oxydativ-synthetische Kraft, die den Anbau itiber Milch- 
siure — Hexosephosphorsiure — Disaccharide — Dextrine bis zum Gly- 
kogen bewerkstelligt. Andererseits ist es verstindlich, daB ein Tier, 
das gehungert hat, unter Insulin im KreisprozeB das Glykogen der 
Leber durch die Zuckeroxydation einschmilzt und damit an Glykogen 
verarmt. Immerhin lat sich nicht leugnen, daB der Insulinkomplex, 
wie er sich klinisch gestaltet, sich nicht allein von der Leber aus er- 
klaren laBt. Das hat uns auch veranlaBt, speziell den Verhiltnissen der 
Muskulatur und der Niere*) bei normalen, hungernden und insulin- 
vergifteten Tieren nachzugehen. 


Versuche an der Muskulatur. 


Versuch 78b (vgl. den Versuch 78 an der Leber). Bei dem insulin- 
vergifteten Tier im hypoglykiamischen Stadium wird ein Versuch in gleicher 
Weise mit einer Aufschwemmung von 10g Muskeln zu 100 ccm Ringer 
mit 100 mg-Proz. Glucose gemacht; sofort wurden 69 mg Glucose gebildet 
und bei Luftdurchleitung bei 37° C nach 44 Stunden 12 mg wiedergefunden ; 
verschwunden sind mithin 57 mg Glucose. 

Der gleiche Versuch in 79b (vgl. den Versuch 79 an der Leber). Insulin- 
vergiftetes Hungertier. 10g Muskulatur zu 100 Ringer mit 100 mg-Proz. 
Glucose. Luftdurchleitung bei 37° C. 





Glucose (nach Abzug Milchsaure 
der vorgesctzten) (acidimetrisch) 
mg mg 
| St eee 87 —_ 
Nach *),Stumden..... 20 18 
Differenz. . — 67 + 18 


Der gleiche Versuch in 806 (vgi. den Versuch 80 an der Leber). Insulin- 
vergiftetes Hungertier. 10g Muskulatur zu 100 Ringer mit 100 mg-Proz. 
Glucose. Luftdurchleitung bei 37° C. 


1) Uber die Niere wird spiter berichtet werden. 
Biochemische Zeitschrift Band 147, 10 
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Glucose (nach Abzug Milchsaure 

der zugesetzten) (acidimetrisch) 
mg mg 
oe eee ee 20 vag 
Nach 1), Stunde ..... — 60 20 
Differenz . . — 80 + 20 


Der gleiche Versuch in 81b (vgl. den Versuch 81 an der Leber). Insulin- 
vergiftetes Hungertier. 10g Muskulatur zu 100 Ringer mit 100 mg-Proz. 
Glucose. Luftdurchleitung bei 37° C. 





Glucose (nach Abzug Milchsaure 


der zugesetzten) (acidimetrisch) HsPO, 
mg mg me 
a ae 38 — 10,0 
Nach '), Stunde . . — 15 15 10,0 
Differenz . . — 53 + 15 +0 


In diesen vier Versuchen zeigt die Muskulatur einen enormen Zucker- 
verbrauch, ohne da8 diesem Verbrauche ein entsprechendes Milchsdéureplus 
entgegentritt! Die Verhialtnisse liegen also ganz identisch wie bei der Leber. 
Noch schlagender sind aber die Verhaltnisse, wenn man sie mit den Aus- 
wirkungen einer normalen Muskulatur vergleicht! 

Versuch 83b (vgl. den Versuch 83 an der Leber) Normaltier! l0g 
Muskulatur werden zu 100 mit Ringerlésung versetzt, die 100 mg-Proz. 
Glucose enthalt. Luftdurchleitung bei 37° C. 





Glucose (nach Abzug| Milchsiure | 
der zugesetzten)  (acidimetrisch)) Hy PO, 
mg mg mg 
Se Sere 0.0 _ 4.8 
Nach '), Stunde ‘ — 100 +93 53 
Differenz. . — 10.0 + 9,3 +05 


Versuch 84b (vgl. den Versuch 84 an der Leber). Normaltier! 10¢ 
Muskulatur zu 100 Ringerlésung, die 100 mg-Proz. Glucose enthalt. Luft- 
durchleitung bei 37° C. 





Glucose (nach Abzug | Milchsaure 
der zugesetzten) | (acidimetrisch) H;PO, 
mg mg mg 
Sofort whet hte 0,0 _— 3.5 
Nach '/, Stunde . . — 15,0 13,3 3,2 
Differenz . . — 15,0 + 13,3 — 0,3 


Abgesehen davon, daB der Wert des Zuckerdefizits weit kleiner ist 
als bei den insulinvergifteten Tieren, findet sich in den beiden letzten 
Versuchen der Normaltiere das Defizit durch die annahernd Aqui- 
valente Menge Milchsiiure gedeckt. Wir kénnen deshalb auch fiir die 
Muskulatur hinsichtlich der Insulinwirkung sagen, daB hier das Insulin ein 
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méichtiger Erreger eines oxyhiotischen Vorgangs ist und so das Verschwinden 
des Zuckers verstdndlich macht. Wir befinden uns damit in Ubereinstimmung 
mit Neuberg, Gottschalk und Strauss'), die als erste auf andere Art den 
sicheren Beweis fiir das Auftreten einer Oxydationsstufe aus der Kohlen- 
hydratreihe unter der Wirkung von Insulin geliefert hatten. 

Man darf nun nicht vergessen, daB der kiinstlich durch Insulin 
hervorgerufene hypoglykamische Komplex unphysiologisch ist, dab 
normaler- oder pathologischerweise wohl nicht ohne weiteres ein Aus- 
wirken des Insulins tiber die Leber auf die Muskulatur anzunehmen 
ist, doch ist die Frage wichtig genug, ob es sich bei der Insulinwirkung \ 
auf die Muskulatur nur um eine Steigerung eines oxydativen Prozesses 
handelt, oder ob es sich um eine oxydative Synthese handelt. In dieser 
Hinsicht geben unsere Untersuchungen einen schénen Beweis fiir die 
Tatsache der oxydativen Synthese. Wir haben eine Reihe von Ana- 
lysen tber den Glykogengehalt der Muskulatur bei normalen und 
insulinvergifteten Tieren gemacht: 





In 10 g Muskulatur 
sind enthalten 


Nr. 1 na 
86 Normaltier 13 
83 ‘ 8 
81 Insulintier 3 
80 es 13 
79 - 17 
78 io 0 


Vergleicht man aber damit die Zuckerausschiitttungswerte der 
Muskulatur fiir 10g bei den insulinvergifteten Tieren 


Versuch 78b . . .... . . . 69mg Glucose 
a FE er ae ties & oc NRG 9 
Te Se eee el % 
0 Oe ee ee eee) oe »» 
im Gegensatz zu den normalen Werten 
Versuch 83b........ . 0,0mg Glucose 
ne ee ee) | lee ne 


so bleibt keine andere Deutung als die, daB unter Insulin ein Aufbau 
zu Disacchariden bzw. Dextrinen zustande kommt. Es ist damit auch 
fiir die Muskulatur die oxydative Synthese unter dem EinfluB des Insulins 
in schinster Weise bewiesen. 

DaB die Aufstapelung von Zwischenzuckern  (Disacchariden 
+ Dextrine) auch fiir die Insulinleber Giltigkeit hat, womit der Ring 


") C. Neuberg, A. Gottschalk u. H. Strauss, Deutsche med. Wochenschr. 
1923, Nr. 45. 


10* 
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des synthetisch-oxydativen Aufbaues sich schlieBt, mag noch die letzte 
kleine Zusammenstellung zeigen. 





Glykogen in 10 g Leber, Ausgeschiittete Konlen- 


Nr. | ln Gincece besschnnt. | "Zocue wee Nstates.| Diiewas 
mg mg mg 
81 Insulin vergiftetes Tier 69 190 — 100 
79 - A 80 147 — 6 
78 4 : 66 110 «= 6 
84 Normaltier 220 146 + 54 
83 =i 40 56 — 16 
76 | Hungertier 92 54 + 38 


Somit diirfte fiir die Wirkung des Insulins von unserer Seite der voll- 
giiltige Beweis erbracht worden sein, daB dieses der Aktivitar eines oxy- 
dativ-synthetischen Mechanismus fiir Leber und Muskulatur ist, der dem 
Aufbau der Kohlenhydrate dient. 


Zusammenfassung: 


Um den Mechanismus der Insulinwirkung zu kliren, reichen so- 
genannte Respirationsanalysen nicht aus, sondern es muB der inter- 
mediaire Umsatz der Kohlehydrate studiert werden. Zu diesem Zwecke 
ist eine Methodik ausgearbeitet worden, in der die intermediiren 
Vorgiinge an Leber, Muskeln (und anderen Organen) unmittelbar nach 
dem Tode der Versuchstiere quantitativ untersucht werden kénnen. 
Die Methode beruht in erster Linie auf Aufschwemmung der fein zer- 
riebenen Organe in zuckerhaltiger Ringerlésung unter Luftdurch- 
leitung. Die Studien sind an normal genahrten Tieren, 24-Stunden- 
Hungertieren (vor allem Meerschweinchen und Kaninchen) und an 
insulinvergifteten Tieren im hypoglykaémischen Komplex angestellt 
worden. Die Verfolgung der intermediaren Vorginge gestattet, bei 
Feststellung des Glykogengehaltes der Organe die Bildung von Glucose, 
das Verschwinden von Glucose mit oder ohne entsprechender Bildung 
von Milchséiure, Bildung von Hexosephosphorsiiure und Zwischen- 
zuckern zum Glykogen hin aufzudecken. Es zeigt sich, daB die ab- 
sterbende Leber nur Glucose, wenig Milchsaure bildet, daB die normale 
bzw. 24-Stunden-Hungerleber Glucose in Milchsiure verwandelt (Glyko- 
lyse), daB aber bei insulinvergifteten Tieren ein starkes Glucosedefizit 
auftritt, einhergehend mit der Bildung von Hexosephosphorsaéure und 
Zwischenzuckern. Danach ist die Insulinwirkung die energische Akti- 
vierung eines oxydativ-synthetischen Vorganges, der sich in der experi- 
mentellen Insulinvergiftung an Leber und Muskeln auswirkt. Das 
Insulin ist also nicht einfach ein neutralisierender Antagonist des 
diastatischen Leberfermentes, auf das, nach angestellten Diastase- 
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versuchen, das Insulin vielleicht sogar noch einen anregenden Einflu8 
hat, sondern es ist ein antagonistischer Synergist, es filhrt unter Ver- 
brauch von Zucker zur Glykogensynthese. 

Die experimentelle Insulinwirkung deckt sich quantitativ nicht 
mit der physiologischen Insulinwirkung, die sich in der Hauptsache 
an der Leber auswirkt, wo Insulin die Glykogensynthese bewirken 
muB, deren Verlust zum Diabetes mellitus fihrt. Die experimentelle 
Insulinwirkung bewirkt bei Hungertieren mit geringen Glykogenlagern 
eine nach | bis 2 Stunden sich zum hypoglykamischen Komplex stei- 
gernde Blutzuckerverarmung dadurch, daB die Organe (Leber und 
Muskeln) zur oxydativen Synthese aufgepeitscht werden, wobei oxydativ 
neben dem Aufbau Zucker verschwinden muB. Diese oxydativ-synthe- 
tische Einstellung ist nur eine hochgradige Steigerung eines physiologi- 
schen Geschehens, das normalerweise durch die Insulinproduktion 
des Pankreas auf den Kohlehydratstrom der Nahrung in der Leber 
eingestellt wird. Die Hungerinsulinwirkung, die sich in der Anpeitschung 
der oxydativen Synthese auswirkt, sucht die Kohlehydrate aus Blut 
und Saften. Die zerebrale Zuckerarmut lést den Krampfkomplex wie 
den atonischen Zustand aus. Mit dem Auftreten des hypoglykamisch- 
zerebralen Komplexes (nicht friiher!) kommt es zur Siuerung des Blutes 
(Messungen mit Hilfe der Gaskette), die voriitbergehend durch sekun- 
dares Natriumphosphat behoben werden kann. Die Sauerung beruht 
wohl auf CO,-Uberladung des Blutes, wenigstens konnten in einer 
Phosphatverarmung des Blutes keine Anhaltspunkte fiir die Annahme 
von Phosphorsaiureverschiebungen seitens des Blutes in die Gewebe 


gewonnen werden. 

Da die Insulinwirkung in ihrer Kontrastellung zum Diabetes 
mellitus die Aktivierung eines oxydativ-synthetischen Glykogen- 
prozesses darstellt, dessen Zahlen den Zusammenbruch des Organismus 
bedeuten, so ergibt sich fiir das Prinzip des Lebens die eminente Be- 
deutung der oxydativen Glykogensynthese. 
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Uber insulinartige Kérper. I. 


Von 
Theodor Brugseh und Hans Horsters. 
(Aus der II. medizinischen Klinik der Univessitat Berlin.) 


( Eingegangen am 6. Marz 1924.) 


Vorausgeschickt sei eine Definition: Wir verstehen unter insulin- 
artigen Koérpern einmal solche, die bei der Isolierung aus Organextrakten 
in ihrem chemischen und physikalischen Verhalten dem Pankreas- 
insulin auBerordentlich ahnlich sind, obwohl ihre Wirkung auf den 
Blutzuckerspiegel starken Schwankungen unterliegt, andererseits Sub- 
stanzen, die nach Herkunft und chemischem Bau sicherlich in keinem 
Zusammenhang mit dem eigentlichen Insulin stehen, aber in ihrem 
biologischen Verhalten z. B. auf den. Blutzuckerspiegel ihm nahe ver- 
wandt sind. Die Kérper der ersten Gattung bezeichnen wir als Roh- 
insulinfraktion aus weiter unten anzugebenden methodischen Griinden; 
die der zweiten Gruppe gehéren verschiedenen Klassen an und sind 
zum Teil chemisch wohldefinierte Substanzen. 

DaB8 insulinartig wirkende Kérper nicht allein in den Bauch- 
speicheldriisen der verschiedensten Tierarten vorkommen, bewies zu- 
nichst J. B. Collip'), der blutzuckervermindernde Substanzen in der 
Hefe, in Zwiebelblittern, im Salat, in Blattern von griinen Bohnen 
und von Weizen fand. Er schlieBt daraus, daB tiberall da, wo Glykogen 
oder ihm verwandte Stoffe in der Natur vorkommen, auch ein diese 
Polysaccharide aufbauendes insulinahnliches Hormon anwesend sein 
miisse. Best und Scott*) untersuchten verschiedene Organe des Tier- 
kérpers auf Insulin und fanden solches in der Thymus, der Submaxillaris, 
Thyreoidea, Milz und Leber, ja sogar im Urin. Dieselben Forscher*) 
wiesen dann insulinahnliche Stoffe in Kartoffeln, Reis, Weizen, Riiben- 
wurzeln und Sellerieknollen nach. An den Angaben der Amerikaner 
ist kaum zu zweifeln, sicher aber ist, daB die unter so verschiedenen 


1) Journ. biol. Chem. 56, 513, 1923. 
*) Journ. of the Amer. Assoc. 81, 382, 1923. 
8) Journ. of metabol. research 8, 177, 1923. 
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Umstanden und Versuchsbedingungen aufgefundenen _ blutzucker- 
herabsetzenden Substanzen nur zum kleinen Teil mit dem Pankreas- 
insulin identisch sind. Fiallt es doch keinem Wissenschaftler ein, aus 
der Anderung eines Symptoms auf die Identitat des auslésenden Faktors 
zu schlieBen. Insbesondere ist das Insulin aus Pankreas so empfindlich 
gegen alkalische Medien, daB man in den insulinhaltigen Organen eine 
geringe Séuerung fir Zellen und Umspiilungsfliissigkeit annehmen 
miBte, um eine Bestaindigkeit des Insulins iberhaupt zu gewihrleisten, 
wenn man nicht annehmen will, daB das Insulin auch auf einem zweiten 
Wege aus einer tiberall im Organismus, z. B. im Blute verteilten und 
relativ bestandigeren Vorstufe im Bedarfsfalle neugebildet wird. Es 
ware zur Entscheidung der Frage von Wichtigkeit, zu untersuchen, 
wie lange das Pankreasinsulin in lebendem Blute, das ja seine amphotere 
Reaktion mit gréBter Zahigkeit zu erhalten sucht, bestandig ist, und 
ob das von den Langerhans schen Inseln sezernierte Hormon ungeschiadigt 
seinen Hauptangriffsort, die zwischengeschaltete Leber, zu passieren 
vermag. So erscheint uns vor allem das von Best und Scott!) im Urin 
aufgefundene insulinartige Prinzip in keinem chemischen Zusammen- 
hang mit dem Pankreasinsulin zu stehen, vielmehr beruht hier, wie 
wir im folgenden indirekt beweisen werden, die Wirkung auf der An- 
wesenheit von Phosphaten. 


Die im folgenden beschriebenen Versuche sind bereits im Spat- 
sommer vorigen Jahres begonnen worden zu einer Zeit, als tiber die 
amerikanischen Versuche auf diesem Gebiete kaum etwas bekannt war. 
Technische Griinde haben ihre bisherige Veréffentlichung verhindert. 

Wir haben in einer Reihe von Fallen nach einer fiir die Isolierung 
des Pankreasinsulins gebriiuchlichen Methode*) aus verschiedenen 
Organen des Menschen, des Rindes und des Hundes die Insulinfraktion 
gewonnen. Daneben sind Extrakte aus Hefen verschiedener Herkunft, 
Erbsen und Lupinen, sowie eine Reihe chemisch wohldefinierter Ver- 
bindungen in ihrer Wirkung auf den Blutzuckerspiegel von uns gepriift 
worden. 

Bei der Darstellung der Organextrakte haben wir die Allensche 
Methode*) derart modifiziert, daB es méglich ist, die Insulinfraktion 
bei Fallung der athylalkoholischen Lésung mit Amylalkohol in einheitlich 
kalibrierten GefiBen ihrer Menge nach mit einiger Sicherheit abzu- 
schitzen. Wir nennen diese Fraktion, die noch einigen Reinigungs- 
prozessen unterliegt, bevor sie am Tiere gepriift wird: Rohinsulin. 


1) a. a. O. 

®) Allen, Kimbal, Piper und Murley, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 20, 
519, 1923; 20, 413, 1923. 

3) a. a. O. 
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Dieses Rohinsulin, das in seinem chemischen und _ physikalicchen 
Verhalten dem Pankreasinsulin auBerordentlich ahnlich ist, unter- 
scheidet sich von ihm fast nur in seiner Wirkung auf den Blutzucker- 
spiegel. Es ist in manchen Organen, z. B. in der Thyreoidea, in fast 
gleich groBer Menge wie im Pankreas vorhanden, ohne die typische 
Wirkung des Pankreasinsulins hervorzukehren. 

AuBer nach der Methode von Allen haben wir in einigen Fillen 
die Organe in anderer Weise verarbeitet. So sind zum Teil auch ein- 
fache Alkoholextrakte bei unseren Untersuchungen zur Verwendung 
gekommen. 

Zur Identifikation des Insulins sind auBer der biologischen Priifung 
nur wenige chemische Reaktionen angegeben. So fand Dudley'), daB 
Insulin sowohl mit Pikrinséure als auch mit Ammoniumsulfat fallbar 
ist. Wir haben reines Insulin verschiedenster Herkunft auf seine 
Reaktionen gegen Chemikalien untersucht und folgendes gefunden): 


Mit Ammoniumchlorid. . . . keine Fallung, 
» 30proz. Essigsiure. . 
» Eisessig . iter etcte fat Gh ~ be 
we ee ~ an kein Farbumschlag, 
» Ammoniumsulfid . - 


» Magnesiumsulfat 


» Kupfersulfat..... . = kein Farbumschlag, 

+» Quecksilberchlorid .. . didlas weiBer Niederschlag, 
Se aa kein AgCl, 
» Kaliumbichromat. . . . geringe Fillung, 

» Bromwasser ... . . . zuerst Entfarbung, dann Fillung, 

» Permanganat. ... . . Entfarbung. 


Die selbstdargestellten gereinigten Pankreasinsuline gaben diese 
Reaktion in gleicher Weise, die Rohinsulinfraktion zeigte alle Fdllungen 
in verstirktem Mae. Sehr bemerkenswert ist das Verhalten des Insulins 
gegen Bromwasser und Kaliumpermanganat in der Kalte in neutralem 
Medium, das auf eine anwesende leicht oxydable Gruppe zuriickgefihrt 
werden muB und dadurch die Unbestandigkeit des Insulins bei langerem 
Stehen recht gut illustriert. Es wire im Hinblick hierauf wichtig, fest- 
zustellen, ob das Insulin bei SauerstoffabschluB langer haltbar ist. Spezi- 
fische EiweiBproben ergaben bei saimtlichen untersuchten kauflichen 
sowohl wie bei den mittels Alkoholfallung gereinigten selbstdargestellten 
Insulinpraparaten positive Befunde. So zeigten z. B. alle Praparate 
eine positive Reaktion mit Sulfosalicylsdure. 

Bei einem wirksamen selbstdargestellten Pankreasinsulin haben 
wir versucht, durch Fallung mit AgNO, eine weitere Reinigung des 


') Lancet 1928, S. 5203 (Dale). 
*) In allen Fallen wurden Leerversuche mit dem zugesetzten Desinfizienz 


vorgenommen. 
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Insulins durchzufiihren. Filtrat und Niederschlag wurden mittels 
Schwefelwasserstoff entsilbert, genau neutralisiert und im Tierversuch 
geprift. 


Riickstand: Kaninchen, 1300g, 2 Tage vorher mit Insulin behandelt, 
leem Rickstandlésung intravendés. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
| OE 0,052 Nach 90 Minuten . . 0,084 
Injektion. » 120 = ae 0,051 
Sofort nachher .... 0,054 , 150 . ~S 0,050 
Nach 30 Minuten ... 0,050 » 180 a be. 0,047 
0,067 


- = 


Filtrat: Kaninchen, 1200 g, nicht vorbehandelt, 1 cem intravenés. 








Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
a 0,083 Nach 60 Minuten... 0,071 
Injektion. oe ‘ ...f @8Me 
Sofort nachher .... 0,083 »~ os ae 0,120 
Nach 30 Minuten ... 0,091 


Hiernach ruft die Injektion der mit AgNO, fallbaren Anteile der 
Insulinlésung einen leichten Anstieg des Blutzuckers hervor, aber 
nach etwa 2 Stunden sind die alten Verhiltnisse hergestellt. Das Filtrat 
hingegen verursacht einen Abfall um etwa 20 Proz., der bereits nach 
90 Minuten von einem starken Anstieg gefolgt ist. 

Aus den Fillungsreaktionen lassen sich ebensowenig eindeutige 
Beziehungen des Insulins zu den Proteinen herleiten, wie man aus 
der zuletzt angefiihrten blutzuckererniedrigenden Wirkung des eiweib- 
freien Filtrats vom Silberniederschlag das Gegenteil beweisen kann. 
Uns scheint das Rohinsulin in enger Beziehung zum Insulin zu stehen 
und auf Grund seiner Reaktionen andererseits zur Klasse der Proteine 
zu gehéren. Ob es in chemischer Beziehung eine im Blute und in simt- 
lichen Organen vorhandene Vorstufe des Insulins darstellt, aus dem 
letzteres durch eine vom Pankreas sezernierte Kinase gebildet werden 
kann oder ob das Rohinsulin vorziiglich in den Organen mit innerer 
Sekretion als spezifischer EiweiBkérper vorkommt, der lediglich als 
Adsorbens physikalischer Trdger des wirksamen Prinzips ist (z. B. im 
Pankreas und einigen anderen Organen des Insulins), oder ob es sich 
endlich um ein zufalliges Nebeneinander zweier im chemischen Ver- 
halten ahnlicher, jedoch voneinander unabhingiger Stoffe handelt, 
miissen weitere Untersuchungen lehren. 


Die von uns aus frischen Organen dargestellten Extrakte wurden 
spitestens und meistens am zehnten Tage (vom Tode des Schlacht- 
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tieres an gerechnet) am Kaninchen biologisch gepriift. Damit ist der 
Zeitfaktor, der bei der Zersetzlichkeit des Insulins eine wichtige Rolle 
spielt, praktisch ausgeschaltet worden. Es wurden Kaninchen von 
durchschnittlich 1 bis 2 kg Gewicht, die niemals zuvor mit Insulin 
oder EiweiBkérpern behandelt worden waren, zu den Versuchen benutzt, 
so daB auch anaphylaktische Erscheinungen sowie kumulative Wir- 
kungen ausgeschlossen sind. Die Praparate wurden in den meisten 
Fallen in die linke Ohrvene injiziert, das Blut vom rechten Ohre ab- 
genommen. Vor der Injektion machte man eine Bestimmung des 
normalen Blutzuckerwertes. Die Versuchstiere haben 24 Stunden vor 
dem Versuch gehungert. Eine auch beim Menschen feststellbare indi- 
viduelle Komponente bei der Insulinwirkung haben wir dadurch aus- 
zuschalten versucht, daB zu einigen Versuchsreihen Kaninchen des 
gleichen Wurfes genommen wurden. GroBe Unterschiede sind uns 
dabei nicht aufgefallen. Jedoch ist bemerkenswert, daB es bei jungen 
Tieren recht schwer ist, auch durch gréBte Insulingaben den hypo- 
glykimischen Komplex auszulésen, wihrend schwere Altere Tiere mit 
relativ kleinen Dosen regelmaBig in diesen Zustand zu bringen sind. 
Mit groBen intravenésen Glucoseinjektionen sowie mit Adrenalin lieBen 
sich diese hypoglykamischen Erscheinungen fast regelmaBig kompen- 
sieren. In einigen Fallen ist es uns auch gelungen, durch Injektion von 
Pufferlésungen, z. B. Dinatriumphosphat, die Kriampfe zu kupieren. 

Gleich nach der Injektion des Organextraktes und dann in Ab- 
stinden von meist 30 Minuten wurde der Blutzucker des Versuchs- 
tieres mittels der Bangschen Methode bestimmt. In einigen Fillen 
sind Kontrollen nach 24 Stunden gemacht worden, auch haben wir 
bei manchen Tieren die K6érpertemperatur im Laufe des Versuchs 
verfolgt. Die meisten Versuche wurden nach 3 Stunden abgebrochen, 
da in der Mehrzahl der Fille die Haupterscheinungen innerhalb dieser 
Zeit abgeklungen waren. 

Aus den zahlreichen Versuchen mit kiuflichem und selbst dar- 
gestelltem Insulin seien zunachst einige typische Blutzuckerreihen nach 
Injektion von Pankreasinsulin angefihrt. 


l. Versuch 68. 


Kaninchen, wei8, 3,2 kg, Hungertier. Injektion: 0,5 ccm (10 Einheiten) 
,. Welcome“, intravenés. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
OS Ears ate xe 0,115 Nach 60 Minuten ... 0,031 
° i Se ee — a . tert 0,061 
Sofort nachher .... 0,120 . oe 2 ae 5 6,212 
Nach 30 Minuten ... 0,050 Exitus 


* bedeutet Injektion. 
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2. Versuch 108. 


Kaninchen, weiB, 1600 g, Hungertier. Injektion: 0,5 cem (10 Einheiten) 
Insulin ,,Lilly“*, intravendés. 








Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
Wee ae ae 0,148 Nach 90 Minuten ..., 0,066 
° Se ee —_ » 120 » ble. a 0,096 
Sofort nachher .... 0,135 » 150 ia oat 0,097 
Nach 30 Minuten ... 0,072 - ae - ‘ 0.111 
9 60 - a 0,084 


3. Versuch 95. 


Kaninchen, schwarz, 1450 g, Hungertier. Pankreasinsulin selbst dargestellt. 
Rohinsulinschicht aus 1 kg 22mm. Injektion 0,5 cem, intravends. 








Zeit Blutzucker = Zeit Blutzucker —_ 

MN gs at 0,116 37,5 | Nach 90 Minuten . 0,100 39,6 

. aS ae ee — — . 120 6 . 0090 396 

Sofort nachher . . 0,131 37,5 - 150 ¥ : 0,095 39.3 

Nach 30 Minuten . 0,068 38,2 . 180 Pe : 0,138 39.3 
— eG 0.097 39,4 


4. Versuch 105. 


Kaninchen, graubraun, 2800 g, Hungertier. Pankreasinsulin selbst dar- 
gestellt. Rohinsulinschicht aus 1 kg 25 mm. Injektion 0,5 ccm, intravenés. 











Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
SSPE ee ee 0,094 Nach 90 Minuten ... 0.076 
° Tg, Oe eee , 120 i we 0,075 
Sofort nachher .... 0,102 . 150 os oe 0,062 
Nach 30 Minuten ... 0,101 an ra ile eo 0,094 
» 60 a eat 0,071 


Aus der groBen Zahl unserer Versuche mit Pankreasinsulin, von 
denen im vorstehenden vier als Paradigmen angefihrt sind, ist zu 
entnehmen, daB: 

1. gleich nach der Injektion, wohl als Folge des Reizes, eine 
geringe Ausschiittung des Zuckers in das Blut hinein erfolgt ; 

2. daB meist schon nach 30 Minuten der Abfall des Blutzuckers 
deutlich wird, der etwa zwischen 60 und 90 Minuten seinen tiefsten 
Punkt erreicht. Gleichzeitig damit auBert sich in Fallen, in denen der 
Blutzucker unter 0,050 sinkt, der hypoglykaimische Komplex zundachst in 
eine" Parese der hinteren Extremitaten, an die sich bei weiterem Abfall 
typische klonische Krampfe anschlieBen ; 

















156 Th. Brugsch u. H. Horsters: 


3. der Abfall des Blutzuckers nicht kontinuierlich in einer gleich- 
maBig absteigenden Kurve erfolgt, sondern sich in einer treppen- 
férmigen Figur darstellen laBt. Auf jedes Sinken des Zuckergehaltes 
erfolgt ein kurzer Niveauanstieg, dem ein weiteres tieferes Absinken 
nachfolgt ; 

4. ante exitum meist ein Anstieg des Blutzuckers festzustellen ist, 
der in vielen Fallen die normalen Werte weit ibertrifft. 


5. Versuch 102. 
Kaninchen, schwarzweiB, 1500 g, Hungertier. Thyreoidea (Extrakt nach 
Allen). Schicht des Rohinsulins aus 1 kg: 12 mm. Injektion 2 ccm, intravenés. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
WE n'a as so 0,110 Nach 60 Minuten ... 0,122 
° a ie eh ag hee _— ae “ 7S 3 0,120 
Sofort nachher .... 0,126 2 ja 2a 0,116 
Nach 30 Minuten .._. 0,142 


6. Versuch 94. 
Kaninchen, schwarz, 1300 g. Thyreoidea wie in Versuch 4. Injektion 1 ccm, 











intravends. 
Zeit Blutzucker “a Zeit Blutzucker bs a 
i. a 0,154 37,5 | Nach 90 Minuten . 0,122 39,8 
° areata ties —- » 120 " ; 0,095 39.6 
Sofort nachher .. —- —- » 160 * ; 0,118 39,3 
Nach 30 Minuten . 0,115 39,6 , 180 ~ : 0,120 39,2 
a 60 e ‘ 0,101 39,8 
7. Versuch 91. 
Kaninchen, schwarz, 1300 g, Hungertier. Thyreoidea nach Collip. 
Injektion 1 cem, intravenés. 
Zeit , Blutsucker Zeit Blutzucker 
ree ee : 0,092 Nach 60 Minuten ... 0,096 
ain ee i OF ee Ss _ a if cee 0,105 
Sofort nachher .... _— >» 120 s Pa 0,105 
Nach 30 Minuten ... 0,118 . ae “ ite? « 0,112 


8. Versuch 117. 


Kaninchen, braun-grau, 1500 g, Hungertier. Epithelkérperchen (nach Allen). 
Schicht des Rohinsulin aus 200g: 5mm. Injektion 1,0 cem, intravenés. 





Zeit A Blutsucker ; Zeit Blutzucker 
WG Se oui e ee 0,150 Nach 60 Minuten .._. 0,116 
° oP he ee —_ a Pa ics 0,121 
Sofort machher .... 0,107 - 120 & ae 0,117 


Nach 30 Minuten ... 0,109 » 150 ° ote 0,112 
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9. Versuch 98. 


Kaninchen, wei8, 1400 g, Hungertier. Nebennierenextrakt (Allen). Schicht 
des Rohinsulins aus lkg: 8mm. Injektion | ccm, intravends. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
EEE ie ane so 0,126 Nach 75 Minuten ... || 0,101 
® 2 al ee ee — a we sd i sah 0,128 
Sofort nachher .... 0,201 a b er 0,104 
Nach 30 Minuten ... 0.117 , 165 . Tr 0,141 


10. Versuch 73. 
Kaninchen, schwarz, 1200 g, Hungertier. Nebennieren (Collip). Extrakt gibt 
mit FeCl, dunkelblaue Farbung, stark adrenalinhaltig. Injektion 1 cem, 
intravenos. 





Zeit Blutzucker 


Ws Grace. we be 0,120 
* — 


Das Tier bekommt 2 Minuten nach der Injektion starke typische 
Adrenalinkrampfe. Exitus nach 10 Minuten, trotz Injektion von 2 ccm 


Pilocarpin. 


ll. Versuch 65. 


Kaninchen, grau, 2kg, Hungertier. Leberextraki (Allen). Schicht des 
Rohinsulins aus 250g: 8mm. Injektion 1 cem, subkutan. 








Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
OS ae Seer ee 0.114 Nach 90 Minuten ... 0,136 
ad aw Wc -— . a > “age 0,118 
Sofort machher .... 0,136 . 160 ss Ye 0,138 
Nach 30 Minuten ... 0,133 , 200 a Png 0,127 
— * ore 0,109 s i o Pee 0,124 


12. Versuch 106. 


Kaninchen, schwarz, 1425 g, Hungertier. Milz (alkoholischer Extrakt). 
Injektion 1 cem, intravendés. 








Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
0 ae 0,138 Nach 90 Minuten ... 0,121 
° 2 ere — ae ¥ ee 0,103 
Sofort nachher .... 0,109 , 150 “ sohae de 0,103 
Nach 30 Minuten ... 0,105 . 180 . een 0,116 
. 60 = eae 0,120 
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13. Versuch 107. 


Kaninchen, silbergrau, 1970 g, Hungertier. Placenta, menschlich (nach 
Allen). Schicht des Rohinsulins aus | kg: 23 mm. Injektion 1 cem, intravenés. 








Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
Wee a & SNS ere 0,137 Nach 90 Minuten ... 0,112 
° Se eee — , 120 - oe 0,100 
Sofort nachher .... 0,089 . 150 : ie Sa ae 0,081 
Nach 30 Minuten ... 0.087 . 180 - > a 0,146 
. 60 4 Saas 0,137 


14. Versuch 108. 


Kaninchen, schwarz, 1200 g, Hungertier. Placenta, alkoholischer Extrakt. 
Injektion 2 ccm, intravendés. 


Vorher: Blutzucker ....... . 0,145, 
sofort nach der Injektion starke tonische und klonische Krampfe. 
Blutzucker aus rechtem Vorhof. . . 0,145. 


15. Versuch 6. 


Kaninchen, wei8-schwarz, 1440 g, Hungertier. Bierhefeextrakt, 24 Stunden 
mit 60proz. Alkohol. Injektion 1,0 cem wisseriger Lésung, intravendés. 





Zeit i Blutzucker Zeit Blutzucker 
0 Se ae 8 0,101 Nach 60 Minuten ... 0.055 
° — ee oe -- se ss FA" 0.073 
Sofort machher .... 0,093 . " . en 0.077 
Nach 30 Minuten ... 0,093 , 150 i “he i: 0.081 


16. Versuch 24. 


Kaninchen, grau, 2000 g, Hungertier. Hefeextrakt (Stamm ,,Frohberg*‘). 
Injektion 1 cem, subkutan. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
ur A he 0,090 Nach 60 Minuten ... 0,044 
* ee ae —_ . 9 ... i 0,062 
Sofort nachher .... 0,090 . 120 3 Nes 0,070 
Nach 30 Minuten ... 0,077 


17. Versuch. 


Ein nach der Methode von Allen dargestellter Extrakt aus gekeimten 
griinen Erbsen gab keine Fraktion von Rohinsulin. 


18. Versuch. 


Lupinensamen, nach der Vorschrift von Alen verarbeitet, zeigte die 
Rohinsulinschicht kaum angedeutet. 
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19. Versuch 24a. 
Kaninchen, grau, 2000 g, Hungertier. Sekunddres Natriumphosphat, Na,HPO, 


Injektion 2cem 5proz. Lésung, intravendés. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
ES. cS alate’ 2k 0,104 Nach 60 Minuten ... 0,091 
. aye ee A — . 90 ‘i at aur 0,076 
Sofort nachher .... O.117 , 120 ee 0,147 
Nach 30 Minuten ... 0.079 


20. Versuch 31. 


Kaninchen, grau-schwarz, 1500 g. Natriumphosphit, Na,HPO,. Injektion 
2cem 5proz. Lésung, intravends. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
i SR I ee te 0,095 Nach 30 Minuten ... 0.084 
° eh — , " A 0,076 
Sofort machher .... 0,105 i a sa uae 0,082 
21. Versuch 30. 


Kaninchen, weiSgrau, 1500g, Hungertier. Alkoholischer Extrakt aus 
Pankreas-Dispert. Injektion 2cem der wisserigen Lésung, intravendés. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
EAS a 0.088 Nach 30 Minuten ... 0,089 
° Sater ate te -= n> a 0.134 
Sofort nachher .... 0.091 
22. Versuch 32. 


Kaninchen, grau, 2000 g, Hungertier. Tonophosphan, Derivat der 





dimethylaminophosphenyligen Saure. Injektion 1 cem, intravenés. 
Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 

SE ee 0.159 Nach 60 Minuten ... 0,156 
° eee ae —— , 9 a rr 0,138 
Sofort nachher ... . 0,160 , oe = E «3 0,143 
Nach 30 Minuten ... 0,158 , 180 a ey ng 0,136 


23. Versuch 33. 
Kaninchen, grau, 1600 g, Hungertier. Tonophosphan. Injektion 3 cem 
intravenos. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
De & diets wie: «54 0,140 Nach 60 Minuten . 0,122 
° ea, on [a - 0.092 
Sofort nachher .... 0.116 », ae - 0,105 


Nach 30 Minuten ... 0,129 » 180 . a caer 0,114 
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24. Versuch 33a. 


Dasselbe Tier am niichsten Tage, niichtern. Tonophosphan. 





Zeit Blutzucker 
Nach 20 Stunden ... | 0,097 
25 i. . 0,101 
30 vd 5 woe 0,105 


25. Versuch 67. 
Kaninchen, wei, 2000 g, Hungertier. Atophan léslich, Injektion 0,5 g, 
intravenés. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
ge ae a tae ae ee 0,100 Nach 40 Minuten ... 0,119 
* ee ae oe” — - 60 3 sa 0,121 
Sofort nachher .... O,117 a a va 5 ea 0,131 
Nach 20 Minuten... 0,131 , 100 ‘a oe 0,103 


26. Versuch 89. 


Kaninchen, weiB-schwarz, 1250 g, Hungertier. Atoryl. 
Injektion 0,5 cem = 0,075 g, intravenés. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
I aks ig ar ea a 0,110 Nach 60 Minuten ... 0,115 
bd tt — eae: . ar: 0,119 
Sofort nachher .... 0,124 , 120 cee 0,107 
Nach 30 Minuten ... 0,140 150 . a ee 0,140 
Ergebnisse. 


1. Thyreoidea: Bei den mit Extrakten der Schilddriise behandelten 
Kaninchen ist lediglich in Versuch 94 eine geringe Verminderung des 
Blutzuckers nachweisbar. In den beiden anderen Fiillen bleibt der 
Blutzuckerspiegel konstant hoch, eher erscheint er etwas erhéht. Die 
Temperaturzunahme weist auf eine geringe EiweiBbeimengung des 
Praparats hin. 

2. Epithelkérperchen: Auch dieses Priparat weist nur eine geringe 
depressive Tendenz auf den Blutzucker beim Kaninchen auf. Zwar 
betragt der Abfall etwa 40 Proz., halt aber nur kurze Zeit an und liegt 
dann auch noch innerhalb der Normalwerte. 

3. Nebennierenextrakt, nach Allen bereitet, ist nicht ganz frei 
von Adrenalin. Deswegen zeigen die Blutzuckerwerte zu Anfang eine 
Steigerung bis um 75 Proz. Die gleichmaBige Konstanz des Blutzucker- 
spiegels nach der anfianglichen Steigerung kann als Gleichgewichts- 
zustand zwischen Adrenalin- und Insulinwirkung aufgefaBt werden. 

Alkoholische Nebennierenextrakte zeigen dagegen t ypische Adrenalin- 


wirkung. 
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4. Leber: Hier ist eine kleine Erhéhung des Blutzuckergehaltes 
nach der Injektion festzustellen. Das Tier zeigte keinerlei Reaktionen. 

5. Milz: Auf Injektion eines alkoholischen Milzextraktes (wiisserige 
Lésung) erfolgt ein reaktionsloser Abfall des Zuckergehaltes im Blute 
um 35 Proz., der in diesem Falle langere Zeit anhilt. 

6. Placenta: Die Ergebnisse dieser Versuche sind bemerkenswert. 
Zunichst enthalt die Placenta von allen untersuchten Organen die 
gréBte Menge an Rohinsulin, die genau so groB ist wie die aus Pankreas 
gewonnene. Beide Rohinsuline sind sich auBerordentlich ahnlich in 
ihrem chemischen und physikalischen Verhalten. Der Abfall des Blut- 
zuckers nach Injektion von Placentaeatrakt ist mit etwa 45 Proz. 
erheblich. Die Versuchskurve zeigt einen ahnlichen stufenweisen Ver- 
Jauf, wie wir ihn beim Pankreasinsulin beschrieben haben. 

Dabei ist alkoholischer Placentaextrakt fir das Kaninchen auBer- 
ordentlich giftig und fihrt bei intravenéser Zufuhr in kiirzester Zeit 
unter tonischen und klonischen Krampfen zum Exitus!). Der Einflu8 
von Placentaextrakten auf den Blutzuckerspiegel ist deswegen inter- 
essant, weil diese Driise gleichsam dem Stoffwechsel des Fétus als 
regulierendes Organ vorgeschaltet ist. Andererseits erhalten die starken 
Stérungen des Kohlehydratstoffwechsels wahrend der Schwangerschaft 
durch unsere Befunde eine neue Beleuchtung. 

7. Hefe: Die Hefe, die schon von Collip*) in den Bereich der 
Insulinuntersuchungen gezogen wurde, erwies sich uns als Ausgangs- 
material eines gulen und gleichmdBig wirksamen Insulins. Wir haben 
diese Extrakte nach einer besonderen Methode dargestellt. Der Ver- 
lauf der Blutzuckerkurve ist aber in diesen Fallen ein gleichmiBiger, 
ohne die fir Insulin charakteristischen Stufen. Ob Pankreasinsulin 
und Hefeinsulin identisch sind, ist auch aus anderen Griinden recht 
fraglich. Uns scheint die Wirkung des Hefeinsulins im Gegensatz 
zum Pankreasinsulin mehr auf einem fermentativen Abbau des ver- 
fiigbaren Zuckers zu beruhen. 

8. Die Salze der Phosphor- und phosphorigen Siure*) ebenso wie 
organische Phosphorderivate sind in dieser Arbeit zum erstenmal im 
Hinblick auf den Blutzucker untersucht worden. Die Salze beider 
Sauren erniedrigen, wie aus Versuch 19 und 20 hervorgeht, den Zucker- 
gehalt des Blutes um etwa 25 Proz. Bemerkenswert ist auch hier der 
stufenweise Abfall der Blutzuckerkurve. Vom Tonophosphan hatten 
wir eigentlich stirkere Wirkung erwartet. Selbst in groBen Dosen 


1) Wir behalten uns die weitere Bearbeitung der Placentaextrakte 
nach der angegebenen Richtung ausdriicklich vor. 

2) a. a. O. 

’) Auch die weitere Bearbeitung der Phosphor- und Arsenverbindungen 
in Beziehung zum Diabetes behalten wir uns vor. 
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laBt sich mittels dieses Kérpers der Blutzucker nicht erheblich unter 
normale Werte herunterdriicken, doch ist die Wirkung, wie Versuch 24 
zeigt, nachhaltig. 

9. Ein Extrakt aus Pankreas-Dispert, dem man eine giinstige 
Wirkung bei Diabetikern nachriihmt, war unwirksam. 

10. Auch dem Arsen eignet wie dem Phosphor die Eigenschaft, 
vor allen Dingen Veranderungen in der Leber, dem Hauptlaboratorium 
des Kérpers, auch fiir Zuckerumsetzungen, hervorzurufen. Wir haben 
auch aus diesem Grunde als organisches Arsenderivat das Atoxyl 
untersucht. Seine Wirkung auf den Zuckerspiegel zeigt sich in einer 
Erhéhung um etwa 30 Proz. 

11. Gelegentlich der Untersuchungen iiber Cholerese') konnten 
wir feststellen, daB das Insulin einen starken EinfluB auf die Gallen- 
sekretion auszuiiben vermag. Zunahmen von 80 bis 100 Proz. der 
Gallenmenge wurden beobachtet. Hierin liegt ein indirekter Beweis 
fir die Abhangigkeit des Glykogenaufbaues vom Insulin, indem die 
Gallensekretion als Ausflu8 ciner vermehrten Zelltatigkeit des Leber- 
parenchyms angesehen werden kann. Da die Phenylchinolincarbon- 
siure ein typisches Stimulans fiir die Lebergallensekretion ist, schien 
der EinfluB dieses Kérpers auf den Blutzuckerspiegel untersuchens- 
wert. Wir haben aber wie beim Arsen statt der erwarteten Depression 
einen Anstieg des Blutzuckers um etwa 30 Proz. feststellen kénnen. 


1) Brugsch und Horsters, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 88, 367, 1923. 








Uber die Wirkung der Verschiebung der 
Wasserstoffionenkonzentration auf den Flockungsvorgang 
beim positiven und negativen Eisenhydroxydsol. 


Von 


P. Rona und Fr. Lipmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Marz 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Versuche am positiven Sol. 

Bei der vergleichenden Beurteilung der Wirkung der Salze aut 
die Zustandsinderungen kolloidaler Systeme war bisher der Umstand 
weitgehend auBer acht gelassen worden, daB der verschiedene Grad 
der hydrolytischen Aufspaltung der miteinander verglichenen Salze 
Konzentrationsinderungen der H-Ionen bewirkte, deren Vernach- 
lassigung nicht tibersehbare Fehlerquellen in sich bergen konnte. 


Von diesen Uberlegungen ausgehend, hatte Jaques Loeb!) durch seine 
Versuche an Gelatinelésungen unter strenger Einhaltung konstanter 
Wasserstoffionenkonzentration beim Vergleich der Salzwirkungen die 
Existenz der Hofmeisterschen Tonenfolge fiir diesen Fall in Frage gestellt. 
Vielmehr habe sich bei Einhaltung obiger Bedingungen véllige Wirkungs- 
gleichheit der untersuchten einwertigen Anionen (Cl, Br, I, CNS, NO,, 
CH,COO) herausgestellt. Hier hatte sich also eine durch die Anderung 
der (H") infolge der verschiedenen Hydrolysegrade der Salze hervorgerufene 
Anderung des Systems von ausschlaggebender Bedeutung nachweisen lassen. 
Ubertragen wir nun die hier erhaltenen Resultate auf die Vorginge am 
hydrophoben Sol, so werden wir wohl im wesentlichen Anderungen des 
$-Potentials zu erwarten haben, indem eine VergréBerung bzw. Verkleinerung 
der (H’) je nach der Ladung des Sols eine VergréBerung bzw. Verkleinerung 
des ¢-Wertes zur Folge haben diirfte. Das anfingliche Maximum der 
$-c-Kurve deutet darauf hin, da8 schon geringe Konzentrationsinderungen 
stark wirkender Ionen eine nicht unbedeutende Anderung des Potentials 
zur Folge haben kénnen. Erst kiirzlich haben Freundlich und Wosnessensky*) 
in Versuchen an elektrolytfrei gemachtem Fe,0,-Sol gezeigt, von wie groBer 
Bedeutung die Konzentration der gleich geladenen Ionen fiir die GréBe 
des Flockungswertes der Salze ist. 


So gingen wir daran, die bisher an hydrophoben Solen erhaltenen 
Flockungswerte von diesen. Gesichtspunkten aus zu priifen, Als Sol 


1) Journ. of general Physiol. 5, Nr. 5, 1, 665; 2, 693. 
®) Kolloid-Zeitschr. 38, 222, 1923. 
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wurde kaufliches Eisenhydroxydsol (Merck) verwandt, das nach mehr- 
wochiger Dialyse einige Monate lang gestanden hatte, also als geniigend 
gealtert zu betrachten ist, um relativ stabile Verhaltnisse voraussehen 
zu lassen, wie sie Pauli und Matula') zur Erhaltung eindeutiger 
Resultate bei elektrometrischer Bestimmung der (H’) fordern. Das ver- 
wendete Ausgangssol enthielt 4,678 Proz. Fe, 03, 0,224 Proz. Cl = 0,062 n. 
Die Flockungsreihen wurden mit einer zehnfachen Verdiinnung obigen 
Sols in der Weise angestellt, daB durchgehends zu 5 cem des Sols 1 ccm 
Elektrolytlésung zugegeben wurde. Die Flockungswerte sind, wenn 
nicht ausdriicklich anders bemerkt, Zweistundenwerte, die Angaben 
itiber die Elektrolytmenge lauten immer auf die Gesamtkonzentration. 

Die Messungen der (H’) wurden in der von Michaelis angegebenen 
Birnelektrode gegen gesittigte Kalomelelektrode gemessen. Wir er- 
hielten ohne besondere VorsichtsmaBregeln konstante Werte, die bei 
wiederholten Nachpriifungen sehr gut miteinander tbereinstimmten. 
Der im verwendeten Sol gemessene Wasserstoffexponent betrug 3,06. 
Pauli und Matula*) geben in einem Sol einen Wert von py 7, in einem 
anderen von py 5 an. In einer kiirzlich erschienenen Arbeit fanden 
Wintgen und Bilz*) fiir verschieden zusammengesetzte Fe, 0,-Sole 
Werte zwischen py 3,4 und 2,7, die mit dem von uns erhaltenen gut 
tibereinstimmen. Der erste von Pauli angegebene Wert erscheint uns 
sehr niedrig, nach unseren Erfahrungen wiirden wir ein derartiges Sol fiir 
recht instabil halten. Hier sind noch eingehende Versuche vonnéten *). 

Zunichst wurden die Flockungswerte fiir Na-Salze verschiedener 
Anionen festgestellt und fiir diese Werte in der von den Flocken ab- 
filtrierten Flissigkeit die (H’) gemessen. 


Tabelle I, Flockungswerte. 























i] Flockungswert Flockungswert | 
Elektrolyt || Millimol pro L Pu Elektrolyt | Millimol pro L. Pu 
NaCioO, .. . | 172 _— Na-Acetat . 16,4 5,52 
SS 160 3,71 eee 5 5,29 
NeNO, ... 127 3,54 Na,8SO, .. 1,6 4,14 
ho 2 .< lll 3,45 Na-Citrat . | 0,7 3,9 
NaCNS... | 63 4,18 ] 


Wie vorauszusehen, war die (H) bei den flockenden Konzen- 
trationen der verschiedenen Salze durchaus nicht gleich, sondern 
variierte innerhalb zwei Zehnerpotenzen. Um nun zunichst ein Urteil 


1) Pauli und Matula, Kolloid-Zeitschr. 21, 49, 1917. — *) Le. — 
*) Zeitschr. f. physik. Chem. 107, H. 5/6, 8. 403; A. W. Thomas u. A. Frieden 
fanden die H-Konzentration der bis zur beginnenden Fillung dialysierten 
Eisen-Sole zu etwa 10-5. (Journ. of the Americ. chem. Soc. 45, 2522 — 2532, 
1923.) — *) Siehe hierzu C. L. Wagner, Kolloid-Zeitschr. 14, 149, 1914. 
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dariiber zu gewinnen, wieweit die beobachtete Variation auf den 
Flockungswert einen EinfluB ausiibt, stellten wir Reihen fiir denselben 
Elektrolyten bei variierter (H’) an. Hierzu eignete sich vorziiglich das 
Puffergemisch Essigsiure-Natriumacetat. Da wir infolge der geringen 
Dissoziation die freien Anionen der Essigsiure vernachlissigen kénnen, 
so erhielten wir bei konstantem Gehalt an Na-Acetat und geanderter 
Essigsiurekonzentration eine Lésung von konstantem Anionengehalt 
und variierender (H’). 

Tabelle I]. Flockungswerte fiir Acetatpuffer bei konstantem Anionengehalt 

und variierter (H’). 





Na-Acetat p Essigsaure NasAcetat Pp Essigsaure 
Millimol pro L. = NaAcetat | Millimol pro L. a Na-Acetat 
36 | 3,22 16), 185 | 521 1), 
31 346 */, 182 | 5,30 Me 
33 | 4,18 ‘/, 18,5 5,45 - 
31 | 448 1, 16,7 | 5,52 o/, 





Die Tabelle II zeigt zwei Gebiete gleicher Flockungswerte. Um 
Py 5 findet sich ein Sprung, vielleicht bedingt durch eine hier gelegene 
Unstetigkeit der £-C,-Kurve. Die Unterschiede dieser beiden Ge- 
biete sind nicht sehr groB, aber durch zahlreiche Versuche gesichert. 
Die Erhéhung der (OH’) sensibilisiert also sozusagen das Sol. Schon 
geringere Acetatkonzentration erreicht im alkalischeren Gebiet die 
Fallung als im sauren. Vergleichen wir nun z. B. den Flockungswert 
vom NaN Qs (py 3,5) mit dem von Na-Acetat (py 5,6) ohne Essigsiure- 
zusatz und beriicksichtigen gleichzeitig auch die Resultate von Tabelle II, 
so zeigt sich, daB der in Tabelle I verzeichnete Wert fiir Na-Acetat, 
verglichen mit dem von NaNQs, zu niedrig ist, denn bei der py des 
NO,-Wertes hat Na-Acetat einen fast doppelt so groBen Flockungswert. 

Um auch die hier erhaltenen Resultate durch Verwendung anderer 
Anionen verallgemeinern zu kénnen, suchten wir durch Zusatz von 
Na-Acetat-Essigsiurepuffer in nicht flockender, jedoch puffernder 
Konzentration die (H’) im Sol konstant zu halten. Zu diesem recht 
gut gepufferten Sol setzten wir dann die anderen Elektrolyte zu. So 
erhielten wir die Werte von Tabelle III und IV, wobei wir einmal 
in stark saurer, einmal in mehr alkalischer Reaktion arbeiteten. Die 
Flockungswertprozente sind bezogen auf Tabelle I, die von Acetat 
auf Tabelle II. 

Die gewahlte Versuchsordnung machte es nétig, auch noch eine 
Beeinflussung des Flockungswertes durch Acetation mit zu_beriick- 
sichtigen, wodurch leider die Resultate an Eindeutigkeit etwas ein- 
biiBten. Aus Tabelle I ergibt sich, daB die Na-Salze von Cl, Br, NO, 
um py 3 herum flocken, wihrend CNS, F, SO,, Citrat die Reaktion 











166 P. Rona u. Fr. Lipmann: 

Flockungswertprozente bei Konstanthaltung der Py durch 
Essigsaure _ 16 

Na-Acetat es 


Tabelle III. 


Zusatz von Acetatpuffer 





Gehalt an Na-Acetat 


| pets As 
eo Millimol pro L. 


Flockungswert | Flockungswert 
Millimol pro L. 


Elektrolyt 


Proz. 


NaBr . 
NaNO, . 
mats... . 


36 
50 
75 


60 
64 
84 


30 
30 
30 


10 
10 
10 


3,18 
3,18 
3,21 


3,27 
3,46 
3,34 
3,14 


40 25 30 10 
125 64 30 10 
6 1,01 30 10 
30 10 


NaCNS. 
NaF . te 
Na,SQ, ... 66 
Na-Citrat. . . ” ..] 05 
Tabelle IV. Flockungswertprozente bei Konstanthaltung der Py durch 
Essigsiure 1 

Acetatpuffer , ~~ tl 





I Gehalt an NasAcetat 
Flockungswert | Flockungswert 


Millimol pro L. PH 


Elektrolyt Flockungswert 

id - aoe Millimol pro L. 
33 2 50 10 5,03 
10 5,06 
4.98 
5,09 
531 
5,21 


5,29 


cS re 
eas 30 35 50 
15 24 50 10 
40 25 50 10 
70 35 50 10 
ie 31 05 - 50 10 
Na-Citrat. . . 27 0,17 | 50 10 
mehr oder weniger nach der alkalischen Seite verschieben. Gehen wir 
von den Erfahrungen bei Acetat (Tabelle IT) aus und iibertragen diese 
auf die anderen Ionen, so werden wir in konstant saurer Reaktion fiir 
NaF einen hohen Flockungswert zu erwarten haben, da hier vorher 
eine Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite stattfand, 
und zwar tiber die kritische Zone um py 5 hinaus. Die Anderung der 
Py durch die anderen Elektrolyte laBt keine wesentlichen Abweichungen 
erwarten, da diese simtlich nicht die kritische Zone erreichen. Durch 
die Resultate von Tabelle III wird diese Annahme bestitigt, der Wert 
fiir F liegt als einziger héher als in Tabelle I, alle anderen liegen unter- 
halb der dort verzeichneten Werte und summieren sich glatt mit dem 
fir Acetat. Nur Br hat einen wesentlich geringeren Flockungswert, 
was wir auf eine gegenseitige Beeinflussung von Br und Acetat in 
sensibilisierendem Sinne zuriickzufiihren geneigt sind, da fiir diese Ab- 
weichung die (H’) keine Erklarung gestattet. 

Tabelle IV verzeichnet die Werte bei konstantem py um 5. Aus- 
gehend von dem eben erérterten Vergleich mit Acetat, werden wir 
hier eine Verschiebung der Flockungswerte im umgekehrten Sinne zu 
erwarten haben. Fiir NaF hat sich die Reaktion mcht geindert, alle 
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anderen Anionen haben ein Medium erhalten, das von dem in Tabelle I 
betrachteten tiber die kritische Zone (py 5) hinaus abweicht. Hier 
finden wir: die absoluten Werte liegen durchweg unter denen von 
Tabelle I. Der Wert von F liegt relativ hoch. Wie eben erértert, hat 
sich fir dies Anion die Reaktion nicht geandert (py 5,3 gegen 5,29), 
die anderen absoluten Werte betragen fast durchweg nur die Hiilfte 
der von Tabelle III. Br zeigt auch hier wieder einen.auffallend geringen 
Wert. Die Resultate werden noch deutlicher, wenn wir beriicksichtigen, 
daB das eine Mal die gleiche Acetatkonzentration mit 30 Proz., das 
andere Mal mit 50 Proz. gewertet wurde. Wir waren ja hier in der Lage, 
fiir beide H’-Gebiete absolute Werte zu erhalten. Bringen wir nun die 
verschiedenen Flockungswerte 1. (ohne Puffer), 2. (bei saurer Pufferung), 
3. (bei mehr alkalischer Pufferung) in Reihen nach fallender Konzen- 
tration, so zeigen diese keine Verschiedenheit wesentlicher Art, wenn 
wir das Nach-rechts-riicken des Br in der eben erérterten Art erkliren. 


Reihe der Anionen nach fallendem Flockungswert. 

1. Ohne py-Konstanz: 

[Br, NO,, Cl] > CNS > F > Sulfat > Citrat. 

2. Bei py = 3,3: 

[Cl, NO,, Br] > CNS > F > Sulfat > Citrat. 

3. Bei py = 5,3: 

[Cl, NO,, CNS, Br] > F > Sulfat > Citrat. 

Die Klammern bedeuten, da®B die Flockungswerte sehr nahe bei- 
emander liegen. 

Die flockenden Konzentrationen differieren fiir die untersuchten 
H’-Konzentrationsgebiete nur wenig. Die Differenzen zwischen den 
Werten in mehr saurer und mehr alkalischer Lésung bewegen sich 
zwischen 50 und 80 Proz. bei einer Genauigkeit der Versuchsanordnung 
von 10 bis 15 Proz. 

Die in Tabelle III und IV erhaltenen Resultate lieBen es nun 
erwiinscht erscheinen, auch andere Anionenkombinationen auf ihre 
flockende Wirkung hin zu untersuchen. Die Versuche wurden in der 
Weise angestellt, daB der als konstant bezeichnete Elektrolyt von 
vornherein in der angegebenen relativen Konzentration (in bezug auf 
die absoluten Werte von Tabelle IV, fiir Cl auf Tabelle III) dem Sol 
zugesetzt wurde. In dem so vorbereiteten Sol wurden die Flockungs- 
werte fiir die angegebenen Elektrolyte bestimmt und hieraus in bezug 
auf Tabelle IV bzw. III die Flockungswertprozente berechnet (fiir die 
Cl-Kombinationen muBten wir als Bezugstabelle [II] benutzen, da hier ein 
saureres Sol, p;, 2,6, verwendet wurde und die durch die Pufferung erreichte 
Py unterhalb 5, der in Tabelle II verzeichneten kritischen Zone, liegt). 
Das Sol wurde durch Acetat puffer auf méglichste p,,-Konstanz gebracht. 
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; : re . . Essigsiure 1 
Tabelle V. Elektrolytkombinationen in gepuffertem Sol durch iar we 


Konzentration an Na-Acetat = 10 Millimol pro L. 
(50 Proz. des Flockungswertes). 








Zugesetzter Flockungswert | Flockungswert Konstanter Flockungswert Pp 
Elektrolyt Proz. | Millimol pro L. Elektrolyt | Proz. = 
fp 55 23 Br 50 
eae 60 22 ‘ 50 
) 3 ane 40 10,4 * 50 
ee ah os a 60 1,8 se 50 
SO, ah + Ss 40 0,22 ” 50 um 5 
oe 60 21 NO, 30 
CNS... 63 16 | M 30 
a 60 2,1 ‘ 30 
images 83 0,42 z 30 
CNS... 60 =| 30 Cl 15 4,66 
N 80 77 - 15 4,57 
ea « 83 41 pe 7 _— 
ae 80 77 am 7 | — 


Wie die hier erhaltenen Werte zeigen, haben wir es durchweg mit’ 
einer rein summierenden Wirkung der verschiedenen Anionen zu 
tun, wie wir es schon oben fiir Acetat beschrieben haben. 


2. Die Umladung mit Na-Citrat und ihre Abhingigkeit von der (H). 

Die Méglichkeit, das positive Fe,O,-Sol negativ aufzuladen, ist 
eine lange bekannte Tatsache (Powis, Kruyt). In letzter Zeit wurden 
hieriiber besonders Versuche von Kruyt und van der Spek*) angestellt. 
Ihnen gelang die Umladung auBer mit NaOH auch noch mit Na, H PO,. 
Dieser Befund lieB es wahrscheinlich erscheinen, auch noch andere 
Elektrolyte zu finden, mit denen das Sol sich umladen laBt. In dem 
von uns verwandten Sol konnten wir zwar fiir beide oben erwihnte 
Elektrolyte mit zunehmender Konzentration eine Verminderung der 
Flockungsintensitaét feststellen, doch war keine Klarung des Sols zu 
erreichen. Bei der genaueren Untersuchung der Flockungsverhiltnisse 
mit Na-Citrat konnten wir feststellen, daB hier eine glatte Peptisation 
bei steigender Elektrolytkonzentration stattfand (s. Tab. VI). 

In der Mitte der peptisierten Zone (Réhrchen 12) ergab sich 
Py = 6,56, also in der Nahe des Neutralpunktes, aber noch im sauren 
Gebiet. Hielten wir jetzt die Reaktion in méglichen Grenzen konstant 
um Py = 4, indem wir in der oben beschriebenen Weise pufferten, so 
schien es zuerst, als ob tiberhaupt keine Umladung stattgefunden habe. 
Alle Glaser zeigten intensivste Flockung. Erst nach zweimaligem Um- 
schiitteln und 18stiindiger Beobachtung zeigte es sich, daB auch hier 
eine deutliche, wenn auch nicht vollstandige Klarung stattgefunden hatte. 


1) Kolloid-Zeitschr. 25, 17, 1919. 
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Tabelle VI. 


UnregelmaéBige Reihe mit Na-Citrat. 


16) 








Nr. mnuaben L Sofort Nach 3 Std. Kataphorese Pu 
1 0,26 —- ~~ — — 
3. O04 — —— — 
3 0.6 + ie oe _ = 
4 0.9 ee +++ kathodisch _ 
5 1,3 oe oe ? 3,93 
6. 2.0 +-+4 4+ + — a 
7 2,9 oon Po anodisch — 
8 44 a a — — 
9 6.7 —_ ys — — 
10 10 x otis = ne. 
ll i4 _ — — — 
12 22 — — — — 
13 32 — == -- _- 
14 50 —_ ome — 6,85 
15 77 t : _- -- 
16 111 + + - — 
17 167 of. ++ _ 
Tabelle VII. 
UnregelmaBige Reihe mit Na-Citrat bei Anwesenheit von Acetatpuffer 
Essigsaiure 16 
Na-Acetat 1 
Nr. aiuto L. Sofort Nach 4 Std. Nach 18 Std. Kataphorese Pu 
1 0,22 — -— — — _— 
2 0,3 ~- - _- _ 
3 04 ++ ++ ++ —_ -_ 
4 0,6 as +++ kathodisch — 
5 08 +++ / — —_ 
6 1,1 spot 0 3,12 
7 15 +++ ++4 _ — 
8 2,1 +++ anodisch — 
9 2,9 ++- — - 
10 4,2 TT+ — — 
ll 5,9 +++ — 3,58 
12 8,3 +++ — — 
13 11 +++ +++ — 
14 16 +t ’ _— ae 
15 22 ++ ++ — - 
16 31 on - _- — 
17 43 + < _— _ 
18 68 + -- -- 
19 83 ++ ++ _ _— 
20 119 ++ +++ _ — 
21 167 tt te _- 5,04 





Hiernach schien es uns nun von Interesse zu sein, fiir verschiedene 
(H)) die Punkte zu bestimmen, in denen das Sol gerade eben umgeladen 
wurde. 
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Tabelle VIII. 


Isoelektrische Zonen bei verschiedener (H_). 





Na»Citrat 


Millimol pro L. Wanderungsrichtung Pu Puffer 
a 
1,08 schwach anodisch = _— 
1,01 ? | 349 { Na-Acetat 
09 | ? | tied | 10 Millimol pro L. 
: Essigsa 6 
0,83 ! kathodisch one ———e = 
Hi Na-Acetat 1 
b 
1,2 anodisch —_ | 
1,1 ? | ‘ il 
1,0 ? (kathodisch) | 3,93 | kein Puffer 
0,86 kathodisch — 
ce 
0,86 anodisch 1 ges |i Na-Acetat 
0,8 anodisch ee. | 10 Millimol pro L. 
0,74 0 on tee 
' {| Essigsiure 1 
0 ? 5. “ 
67 |. 9 il We-Aecen 8 
0,56 kathodisch 5,35 — 


Aus den Tabellen geht zuniichst hervor, daB die Anwesenheit 
des Acetatpuffers die Konzentration von Na-Citrat, die gerade um- 
ladet, kaum beeinfluBt. Eine Anderung der (H’) um zwei Zehnerpotenzen 
driickt sich in einer Verringerung der umladenden Konzentrationen 
an Citrat um etwa 50 Proz. aus. Die Anderung der (H’) in der unter- 
suchten Breite andert somit die die Umladung gerade erreichende Citrat- 
konzentration kaum. Dagegen konnten wir feststellen, daB bei saurerer 
Reaktion zur Erreichung einer Peptisation fast die zehnfache Kon- 
zentration an Citrat nétig war. Eine vdéllige Klarung bei pg etwa 
4.5 war, wie aus Tabelle VII hervorgeht, tiberhaupt nicht zu er- 
reichen. 

Dem Vorgange von Freundlich und Buchler') folgend, die kiirzlich 
eine gréBere derartige Versuchsreihe von positiv umgeladenen Solen 
verffentlichten, gingen wir nun daran, das mit Citrat negativ auf- 
geladene Fe,O,-Sol auf sein Verhalten flockenden Elektrolyten gegen- 
iiber zu untersuchen. Hierzu stellten wir uns eine gréBere Menge des 
Sols her, das m/60 Na-Citrat enthielt. Nach zwei- bis dreitagigem 
Stehenlassen erhielten wir so ein véllig klares negatives Sol. Hiermit 
wurden die im folgenden verzeichneten Versuchsreihen angestellt. 


') Kolloid-Zeitschr. 82, 5, 305, 1923. 
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Tabelle 1X. Mit Citrat peptisiertes Sol. 





Flockender Elektrolyt Flockungswert Millimol pro L. 
De. ak US 
ae gesittigte Lésung triibt 
2 / am niachsten Tage ohne 
ngs +. coat | zu flocken 
es 
re ee: 15 
BaCl, 17 
pe s 
Al, (SO,);. 8,3 


Es ergaben sich im groBen und ganzen die fiir negative Sole 
typischen Resultate. Als flockende Ionen erwiesen sich die Kationen 


Na, SO, 


(NaCl, flockt ebenso wie — A ), die Flockungswerte nehmen mit 


zunehmender Wertigkeit ab. Nur der Wert fiir Al” liegt, verglichen mit 
dem sonst bei diesem auBerordentlich stark flockenden Ion erhaltenen 
Resultat und auch mit der hier erhaltenen Differenz der Werte von 
Na, K, Li und Ca, Ba aiuBerst hoch. In unserem Falle scheint uns die 
Annahme erlaubt, daB das zum Teil in kolloidaler Form anwesende 
Al(OH), durch die herrschende Citratkonzentration negative Ladung 
erhalten hat, da ja tiberhaupt das Al,O,-Sol dem Fe,0,-Sol sehr 
abnlich ist. Wir kénnen also in der Lésung annehmen: negatives 
Fe, O,-Sol, negatives Al,O,-Sol und HCl als einzig flockendes Moment. 
Die von den Flocken abfil- ), 
trierte Flissigkeit ergab ein pg %f 
von 3,96, also eine (H’), bei der : 
das Sol schon nicht mehr be- - 
standig ist (Tabelle VII). t 
In einer Reihe von Uber- ss 
fiihrungsversuchen bei verschie- + 
denen Citratkonzentrationen Pe. c (Contin! pl.) 
konnten wir aus den erhaltenen Abb. 1. 
Wanderungsgeschwindigkeiten die §-Werte berechnen; so erhielten wir 
eine €—c-Kurve von ihnlicher Gestalt, wie sie Freundlich und Buchler 
bei positiv umgeladenen Solen fanden. Auch hier andert sich der einmal 
erreichte Maximalwert kaum mit zunehmender Citratkonzentration. 











4 4 i rt 4 4 4 i 


90 wm 18 
Na -CGtrat 





Tabelle X. (Abb. 1.) 





Na-Citrat- ; Na-Citrat- . 
Konzentration (TVau i § (Volt) | Konzentration wu (TK ouf £ (Volt) 
Millimol pro L. —— Millimol pro L. oo 
ll 0,000 163 0,024 41 | 0,000 178 0,026 
17 || 0,000 195 0,029 56 | 0,000 175 0,026 


28 0,000 195 0,029 167 0,000 160 0,024 
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Erganzend stellten wir auch noch analoge Versuche mit einem 
durch NaOH negativ geladenen Sol an. Da wir, wie oben erwahnt, 
durch Zusatz von NaOH zu unserem Sol nicht zu einer Klarung ge- 
langen konnten, und die durch EingieBen von FeCl, in NaOH erhaltenen 
Sole nur in fiir unsere Zwecke zu niedrigen Konzentrationen zu erhalten 
waren, stellten wir uns nach einer alteren Vorschrift von H.W. Fischer) 
ein durch Glycerin peptisiertes Sol her. 

Herstellung des Sols: 

30 com n NaOH, 
12 ,, Glycerin, 
260 ,, H,0, 

98 ,, %/s9 n FeCls. 

Die Lésungen wurden in dieser Reihenfolge miteinander vermischt, 
zum SchluB das FeCl, langsam unter stindigem Umriihren ein- 
getropft. Das Sol ist véllig klar und von schén rubinroter Farbe, 
Pu = 11,45, es wandert anodisch. Das Verhalten gegen Elektrolyte 
ist ein dem citratpeptisierten Sol vdéllig entsprechendes. 























Tabelle XI. 
Flockungswerte am glycerinpeptisierten negativen Sol (Millimol pro L.). 
ade NaOHGlycerinSol. | | NaOHGlycerinSol + 1:10 
Elektrolyt Pu = 1145 nflO Essigsiure Py — 9,95 
ae ere triibt ohne zu flocken | 83 Millimol pro L. 
EP GSEON ace. watts | gesattigt | 8 ~ . © 
"Ege eaer 2 dreimal normal | 56 . ”» » 
ME bs hae << bee Ges | 1,4 Millimol proL. | oe “— 


Stumpfte man die stark alkalische Reaktion des Sols durch Zusatz 
von 1:10 n/10 Essigsiure ab (pg = 9,95), so blieb das Sol zwar zu- 
nichst voéllig klar, zeigte aber, wie Tabelle XI zeigt, eine gréBere Emp- 
findlichkeit gegen Elektrolyte, auch hielt es sich nur etwa 30 Stunden klar. 

Auch das alkalischere Sol triibte sich nach 3 bis 4 Tagen und 
war nach 14 Wochen vdllig ausgeflockt. Das Citratsol ist sehr lange 
haltbar; seit 4 Wochen halt es sich unverindert klar (s. hierzu auch 
das Verhiltnis der Flockungswerte der beiden Sole zueinander). Hier 
fanden wir noch eine eigentiimliche Erscheinung. py-Messung des 
ganz frisch hergestellten, noch stark getriibten Sols ergab 6,43, nach 
2% Tagen (ganz feiner Schleier) 6,72, nach 3 Wochen (véllig klar) 
7,64. Wahrend also die TeilchengréBe offenbar abgenommen hatte, 
war die Reaktion deutlich alkalischer geworden. Vielleicht kénnen 
wir hier eine der Austauschadsorption ahnliche Erscheinung annehmen, 


1) Diese Zeitschr. 27, 223, 1910. 
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etwa in der Art, da8 das sauer hydrolysierende FeCl, mit Na-Citrat 
zu einem anodischen Komplex zusammentritt. Hierbei bildet sich 
neutrales NaCl, und es werden saure Valenzen gebunden. Diese Reak- 
tion strebt langsam mit zunehmender Peptisation einem Gleich- 
gewicht zu. 

Zusammenfassung. 


Die Versuche iiber die Rolle der (H’) bei der Elektrolytflockung 
ergaben, daB es sich im wesentlichen um eine geringe, aber deutliche 
Sensibilisierung mit abnehmender (H) handelt, die wir auf eine Herab- 
setzung des ¢-Potentials zuriickzufiihren geneigt sind. Die Zusammen- 
stellung der Flockungswerte ergibt eine der Hofmeisterschen Reihe 
ahnliche Folge der Anionen; besonders der niedrige Wert fiir F, das 
ja als stark hydratisiert anzunehmen ist, fallt auf; CNS flockt starker 
als es seiner Reihenstellung entspricht. Diese Ionenfolge wird durch 
Anderung der (H’) nicht verschoben. Die Unauflésbarkeit im Ultra- 
mikroskop und andere Eigenschaften sprechen zwar fiir eine starke 
Hydratation der Solteilchen, jedoch das Verhalten gegen Elektro- 
lyte macht es notwendig, das Sol in die Reihe der hydrophoben ein- 
zuordnen, wie dies auch Freundlich in seiner Kapillarchemie tut. Dem- 
entsprechend bleiben auch die hier beobachteten Erscheinungen in 
ihrem AusmaB weit hinter der durch die (H’)-Verschiebung beobachteten 
Anderung am Gelatinesol zuriick, die Loeb mitteilen konnte. Man 
darf wohl aus diesen Beobachtungen den Schlu8 ziehen, daB mit zu- 
nehmender Hydratation eben auch die durch die Hydrolyse der Salze 
hervorgerufenen Fehlerquellen, die ja nichts anderes als eine Anderung 
der (H’) sind, an Wichtigkeit fir die Beurteilung der erhaltenen Werte 
zunehmen. 

Was die Umladung des Fe, O,-Sols durch Citrat anlangt, beschaftigte 
uns am meisten die Méglichkeit der negativen Aufladung in stark 
saurer Reaktion. Wir konnten feststellen, daB diese Umladung eine 
recht geringe Abhiangigkeit vom Grade der Sauerung zeigte. 
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Uber die Anlagerung von Chioralhydrat an Eiwei8. 


Von 
Fritz Lieben. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 8. Marz 1924.) 


Im vergangenen Jahre wurde im hiesigen Institut damit begonnen, 
die Verhiltnisse bei der Anlagerung von Acetaldehyd an Eiwei8 zu 
studieren. Ich habe diese Versuche wieder aufgenommen und mich 
zunichst auch mit Acetaldehyd beschaftigt. Ich muBte jedoch nach 
den ersten Orientierungsversuchen diese Absicht wegen der heftigen 
Wirkung der genannten Substanz auf die Schleimhaute aufgeben und 
mich nach einem anderen geeigneten Stoff umsehen, der durch leichte 
Wasserlislichkeit und bequeme quantitative Bestimmbarkeit fiir den 
vorliegenden Zweck in Betracht kommen konnte. Als ein solcher 
empfahl sich das Chloralhydrat CC],CH(OH),, das schén kristallisiert, 
wasserléslicb ist und nach der leicht auszufiihrenden Titrationsmethode 
von V. Meyer und Heffter') rasch und genau bestimmt werden kann. 
Es ist ferner bekannt, daB dieser Substanz infolge ihrer Verwendung 
in der Medizin biochemisches Interesse zukommt, auch im Zusammen- 
hang mit EiweiBkérpern, mit denen sie ja schon vor dem Eindringen 
in die Zellen im Blute zusammentrifft. 

Von Literaturangaben sei eine Notiz aus der Arzneimittellehre von 
Bernatzik und Vogl*) erwaihnt, nach der Byasson fand, da8 Chloralhydrat 
in konzentrierter wasseriger Lésung mit einer EiweiBlésung einen Nieder- 
schlag erzeugt, aus dem sich das Chloralhydrat durch Wasser oder Alkohol 
auswaschen la8t. Nach Personne*) vereinigt sich Albumin mit Chloralhydrat 
zu einer Verbindung, die, mit Alkalien behandelt, Chloroform gibt; diese 
Verbindung ist léslich in einem Uberschu8 von Chloralhydrat oder Albumin 
und soll der Faulnis widerstehen. 


1) V. Meyer und H. Heffter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 6, 600, 1873; 
vgl. auch Garnier, Centralbl. 1908, I, 1492. 

2) W. Bernatzik und A. E. Vogl, Lehrb. d. Arzneimittellehre, 2. Aufl. 
1891, S. 627. 

3) Personne, Maly, Jb. 4, 10, 1874. 
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Die Chloralhydratlésung wird mit einem geringen Uberschu8 an 
titriertem Alkali versetzt und damit etwa 10 Minuten stehengelassen. 
Das Alkali spaltet das Chloralhydrat in CHCl, und Ameisensiaure, die 
natiirlich als Salz gebunden wird, der Uberschu8 an Alkali wird dann mit 
gestellter Saure und Phenolphthalein zuriicktitriert, z. B. 0,1654 g Chloral- 
hydrat werden mit 12,5 ccm n/10 NaOH versetzt, nach 10 bis 15 Minuten 
werden 2,4cem n/10H,SO, zuriicktitriert; Differenz 10,1 cem; 1 cem 
n/10 Chloralhydratlésung enthalt 0,0165g Chloralhydrat (F): 10,1.F 
= 0,1666 g gefunden; oder 
0,328 g Chloralhydrat verbrauchen (als Differenz): 20,0 cemn/10 NaOH 
-F = 0,330 g gefunden. 

0,661 g Chloralhydrat verbrauchen (als Differenz): 40,5 cem n/10 NaOH 
.F = 0,668 g gefunden. 

0,662 g Chloralhydrat verbrauchen (als Differenz): 42,6 cem n/10 NaOH 
.F = 0,703 g gefunden (106 Proz.). 


Es wurden 5g Casein in 45cem n/10 NaOH gelést und gegen 
Phenolphthalein genau neutralisiert, die Flissigkeit wird auf ‘4, Liter 
aufgefiillt ; ferner wurden 3,308 g Chloralhydrat in 200 cem H,0O gelést. 

Nun wurden zu wechselnden Mengen der Caseinlésung je 10 ccm 
= 0,1654 g Chloralhydrat zugefiigt, jede Probe mit einem Alkali- 
tiberschuB versetzt und nach 10 bis 15 Minuten zuriicktitriert. Die 
so bestimmbare Menge Chloralhydrat wird im folgenden als frei, der 
nicht bestimmbare, fehlende Rest als gebunden bezeichnet werden, 
ohne tiber die Natur dieser Bindung zunichst irgendwelche Annahme 
zu machen. 











Es ergaben: 
Chloralbydrat 

| freies | gebundenes| freies | gebundenes 

g | 8 in Proz. | in Proz. 
5ecm Lésung, i. e. 0,05 0,163 0,002 9 | 1 
ee ae 0,155 | 0,010 s | 6 
A ere 0,129 | 0,036 738 «| «2 
40. Sa cae eae 0111 | 0,054 a | 3 
 f_-* i oe Casei 0,101 | 0,064 61 39 
100 , ee | 0,081 51 49 
Se eee 0048 | 0117 | 29 71 
ee Rte 0.045 | 0,120 28 72 
Eine weitere Reihe 0,8 0,066 | 0099 | 40 |= 60 
ergab 1,2 | 0,059 0,106 | 36 64 





Die Kombination dieser zwei Reihen liBt trotz starker ,,Schwan- 
kungen“ doch deutlich den ,,Gang“ der Bindung erkennen, und zwar 
steigt der gebundene Betrag Chloralhydrat mit der verwendeten Casein- 
menge. 

Bei einer weiteren Versuchsreihe wurden je 0,331 g Chloralhydrat 
verwendet; es wurden gefunden: 





_ ) Lésung von 10g Casein auf 500 ccm Wasser. 
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Bei Zusatz von: 





Chloralhydrat 
Casein | freies gebundenes freies gebundenes 
— L 8 * ipl in Proz. in Proz. 
0,5 0,279 0,052 84 16 
1 0,253 0,078 76 24 
15 0,213 0,118 64 36 
2 0,208 0,123 63 37 


Nun wurde die (iiberschiissige) n/l10 NaOH bei der Titration 
langer einwirken gelassen, um den EinfluB der ELinwirkungsdauer auf 
das Resultat der Bestimmung zu erkennen. So wurde der eben an- 
gefihrte Versuch wiederholt, jedoch die n/l10 NaOH erst nach 
21% Stunden zuricktitriert; es ergaben nunmehr 











| art: Chiorslhydrat "2 
Cosel } freies gebundenes freies gebundenes 
g I} g 2 in Proz. in Proz. 
05 0,335 0 100 0 
1 0,309 0,022 93 7 
15 I 0,290 | 0,041 88 12 
2 | 0,278 0,044 86 14 


Der ,,Gang“ der Reihe ist derselbe wie oben, doch sieht man, 
daB durch die Einwirkung des tiberschiissigen NaOH das gebundene 
Chloralhydrat allmihlich von EiweiB frei gemacht wird, und zwar 
um so rascher, je weniger Casein anwesend ist. Diese Tatsache abt 
natiirlich den obigen Zahlen nur eine gewisse Bedeutung als Vergleichs- 
werte untereinander, schrinkt aber ihre absolute Bedeutung dahin 
ein, daB jegliche Differenz in der Einwirkungsdauer der tiberschitissigen 
NaOH das Verhiltnis zwischen freiem und gebundenem Chloralhydrat 
verschieben muB; auch erkliren sich so die obigen Schwankungen 
bei der Kombination von Reihen, bei denen die Einwirkungsdauer 
nicht genau dieselbe war. Es wurde auch der folgende Dauerversuch 
angestellt, bei dem zu je 1 g Casein wechselnde Mengen Chloralhydrat 
zugefiihrt wurden; dabei wurde die iiberschiissige NaOH tiber Nacht 
einwirken gelassen; es wurden am nichsten Tage gefunden: 


Bei Zusatz von 








Chloralhydrat Freies Chloralhydrat 
——— & 8 —— 
— 

0,099 0,104 
0,165 0,182 
0,331 0,348 


0,496 0,560 
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Es wird also diesmal alles zugesetzte Chloralhydrat als frei wieder- 
gefunden, das Plus von einigen Prozenten kann durch (in Gegenwart 
von EiweiB erhéhte) Titrationsfehler erklart werden. 

Betrachten wir nun eine Versuchsfolge, bei der der Caseingehalt 
konstant blieb und der Chloralhydratzusatz gewechselt’ wurde, so 





finden wir fiir 1 g Casein (gelést wie oben): , 
ee Fir 2 g Casein: Chioralhydrat 
Zusatz geb. Menge Zusatz * geb. Menge 
- s P Proz. s & Proz. 
= ! 
0,033 0,025 76 0,165 0,080 48 
0,083 0,048 58 0.331 0,100 30 
0,165 0,073 44 0,496 0,194 39 
0,331 0,080 24 0,662 0,179 27 
0,430 0,093 22 
0,579 0,005 1 





Die bei ungleichmaBiger Einwirkungsdauer angestellten Versuche 
zeigen, wenn auch nur in roher Andeutung, daB die gebundene Menge 
Chloralhydrat zunichst mit dem Chloralhydratzusatz ansteigt, von 
gewissen Chloralhydratwerten an aber wieder abfillt, das prozentuale 
Verhiltnis sinkt durchweg bei steigendem Zusatz. GréBerer Casein- 
gehalt bedingt steigende Bindung (wie oben). 

Es lag nahe, nach dem Orte der Bindung des Chloralhydrats in 
der EiweiBmolekel zu suchen. Man kénnte zunichst an die freien 
Aminogruppen im Eiwei8 denken, doch ergibt eine einfache Uberlegung, 
daB ein in der Art z. B. des Formaldehyds verankertes Chloralhydrat 
bei der Titration stets als frei und nicht als gebunden bestimmt werden 
muBte, da ja (wie bei der Titration nach Sérensen) fiir jede verstopfte 
NH,-Gruppe, mithin auch fiir jede so gebundene Chloralhydratmenge, 
die entsprechende Zahl Carboxylgruppen frei werden miiBte. Mit der 
hier verwendeten Titrationsmethode kann also ein an den N H,-Gruppen 
sitzendes Chloralhydrat nicht von dem wirklich freien unterschieden 
werden und das aus der Differenz Zusatz minus freies Chloralhydrat 
berechnete gebundene Chloralhydrat kann nicht an dieser Stelle sitzen. 
Die Méglichkeit des Vorhandenseins dieser Bindungsart kann allerdings 
nicht negiert werden. 

Immerhin erschien es interessant, die Verhaltnisse bei einem Casein 
(je 1g) zu untersuchen, dessen Aminogruppen durch 10 cem neutra- 
lisierten Formaldehyds verstopft worden waren; es zeigte sich bei 
wechselnden Mengen Chloralhydrats eine erhéhte Bindung (gegen Ver- 
suche ohne HCOH). Als jedoch 0,165 g Chloralhydrat mit 10 ccm 
neutralem HCOH ohne Eiweif zusammengebracht wurden, verbrauchten 
die ersteren nach 10 Minuten nur mehr 2,3ccm n/10 NaOH statt 


Biochemische Zeitschrift Band 147. 12 
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10 cem; die beiden Stoffe reagieren also miteinander, und dadurch 
erklart sich auch die Abnahme an freiem Chloralhydrat bei Gegenwart 


von EiweiB. 
Ausfillung des Caseins durch n/10 H,S 0,. 


Die oben erwaihnte Tatsache der Abhingigkeit des Verhiltnisses: 
freies zu gebundenem Chloralhydrat von der Hinwirkungsdauer der 
tiberschiissigen NaOH machte es notwendig, zu versuchen, diesen Ein- 
fluB auszuschalten, um so gleichmdBige Verhdltnisse fiir alle Versuche 
zu schaffen. Dies konnte durch Ausfallung des EiweiBes geschehen; 
wobei das freie Chloralhydrat nunmehr im Filtrat bestimmt wurde, 
indes das gebundene Quantum mit dem Eiwei8 auf dem Filter zuriick- 
bleiben sollte. Ich méchte nun gleich erwihnen, daB diese Annahme 
irrig war, daB vielmehr stets alles Chloralhydrat, freies und gebundenes, 
ins Filtrat geht. Trotzdem fihre ich die folgenden Filtrationsversuche 
an, da bei ihnen der Farbenumschlag scharfer konstatiert werden konnte 
und die RegelmaBigkeiten der Chloralhydratbindung in viel befrie- 
digenderer Weise als oben hervortraten. 

Zunichst wurde also z. B. 1g Casein in 9ccm n/10 NaOH geldst, 
die Lésung (mit Phenolphthalein) neutral gestellt, das Chloralhydrat zu- 
gefiigt und nun mit 9 cem n/10 H, SO, gefallt. Das Volumen wird gemessen 
(besser ist es, das Volumen vor der Fallung zu messen und die Kubikzentimeter 
Saure, die man zuzusetzen gedenkt, hinzuzuaddieren) und iiber Kieselgur 
durch ein Faltenfilter filtriert; das Volumen des Filtrats wird gemessen 
und dieses mit einem bestimmten UberschuB n/10 NaOH versetzt, schlieBlich 
nach 10 Minuten mit n/10 H,SO, zuriicktitriert. Die verbrauchten Kubik- 
zentimeter n/10 NaOH werden auf die Gesamtmenge umgerechnet und 
mit dem Faktor (0,0165) multipliziert. Auch dieses Vorgehen brachte 
jedoch unbefriedigende Resultate, die Filtrate waren triib, enthielten noch 
Eiwei8; in dem Verhaltnis zwischen freiem und gebundenem Chloralhydrat 
war keine GesetzmaéBigkeit wahrzunehmen; z. B. fiir 2g Casein 

Chloralhydratzusatz 0,099 g.0,079 g frei, 0,020g gebunden, Chloral- 

hydrat 79 Proz. frei, 21 Proz. gebunden. 

Chloralhydratzusatz 0,165 g.0,107 g frei, 0,058 g gebunden, Chloral- 

hydrat 61 Proz. frei, 39 Proz. gebunden. 

Chloralhydratzusatz 0,331 g.0,223 g frei, 0,108 g gebunden, Chloral- 

hydrat 67 Proz. frei, 33 Proz. gebunden. 

Chloralhydratzusatz 0,496 g.0,434 g frei, 0,062 g gebunden, Chloral- 

hydrat 85 Proz. frei, 15 Proz. gebunden. 

Ein prinzipieller Fehler in obiger Versuchsanordnung wurde mir 
erst klar, als ich die Reaktion bei Ausfillung des Caseins ohne Chloral- 
hydratzusatz untersuchte. 1g Casein in 9ccm n/10 NaOH geldst, 
mit 9ccm n/10 H,SO, gefallt und filtriert, gab im Filtrat (fiir die 
Gesamtmenge berechnet) noch einen Verbrauch von 2,5 com n/10 NaOH. 
2 g Casein verbrauchten, analog behandelt, 4,2 bis 5,2 com n/10 NaOH. 
Unter diesen Verhiltnissen wird also bei Chloralhydratzusatz ein zu 








Anlagerung von Chloralhydrat an EiweiB. 179 


groBer AlkaliiiberschuB, mithin auch eine zu groBe Menge freien Chloral- 
hydrats vorgetiuscht, und es muBte nun zunichst durch weitere Ver- 
suche die Neuwtralitdishedingung fir das Filtrat in Abwesenheit von 
Chloralhydrat festgestellt werden. Es wurden zu diesem Zwecke drei 
Proben zu 2 g Casein in je 18 cem n/10 NaOH gelést, die 1. mit 18 ccm, 
die 2. mit 22 ccm, die 3. mit 26cem n/10 H,SO, gefallt; die Nieder- 
schlage wurden abfiltriert, das Filtrat 1 war trib, 2 und 3 waren 
klar; auf die Gesamtmenge umgerechnet, verbrauchte 1. 4,7 ccm, 
2. 0,9cem, 3. 1,2cem n/10 NaQH. Man sieht, daB bei einem Uber- 
schuB von 4ccem n/10 H,SO, (2), das Filtrat dem Neutralpunkt (fir 
Phenolphthalein) am nachsten liegt. 

Im Falle 1 wird NaOH noch mit dem Casein als Caseinat in Lésung 
gehalten (daher die Triibung), dementsprechend ist ein Teil der Saure 
iiberschiissig; im Falle 2 ist das Casein vdllig ausgefallt und reiBt den 
Uberschu8 an Saure (als Ampholyt) mit sich, so da8 das Filtrat angenihert 


neutral ist; bei 3 kann das gefillte Casein den gréBeren SiureiiberschuB 
nicht mehr mitreiBen, so daB das Filtrat wieder stirker sauer erscheint. 


So wurden nun in den folgenden Versuchen 
0,5 g Casein in 4,5 cemn/10 NaOH gelést, mit 5,5 cemn/10 H, SO, gefillt. 


1 £ %° ” 9 ” n/10 thd ” ” 11 ” n/10 ” ” 
2 £ %° ” 18 ” n ‘10 ” ” ” 22 » %r 10 ” ” 
3 4 ” ” 27 ” n 10 ” ” ” 33 ” n 10 ” oy 


Die Filtrate fiir die Gesamtmenge verbrauchten dann noch 0,4 
bzw. 0,5, 1,0 und 2,1 cem n/10 NaOH. Natirlich kann man unschwer 
dem Neutralpunkt noch naiher kommen, doch konnte im vorliegenden 
Falle der so im ,,Blindversuch’ ermittelte Wert, ohne wesentlich die 
Versuchsfehler zu tiberschreiten, von den Titrationswerten bei Chloral- 
hydratzusatz abgezogen werden, so daB sich der Versuch nunmehr 
folgendermaBen gestaltet'); z. B.: 


2 g Casein ohne Chloralhydrat verbrauchen nach der Fallung mit 22 ccm 
n/10H,SO, (s. oben) noch im Mittel: leem n/10 NaOH; bei Zusatz 
von 0,165 g Chloralhydrat zur Caseinatlésung wird ein Volumen von 55 cem 
gemessen, plus 22cem n/10H,SO, gibt 77ccm Gesamtvolumen, das 
Filtrat (iiber Kieselgur) von 58 cem verbraucht (nach 10 Minuten) 4,8 ccm 
n/10 NaOH, fiir die Gesamtmenge (77 ccm): 6,4ccm; 6,4—1,0 = 5,4; 
5,4.F (= 0,0165) = 0,089 g Chloralhydrat. 


Bei Zusatz von 0,165 g Chloralhydrat sind also 0,089 g frei, 0,076 g 
gebunden, bzw. 54 Proz. frei, 46 Proz. gebunden. In der angegebenen 
Art wurden nun simtliche Versuche ausgefithrt, deren Resultate in 
der folgenden Tabelle zusammengefaBt sind; es werden nur die ge- 
bundenen Mengen, absolut und in Prozenten des Zusatzes, mitgeteilt. 


1) Eine Unsicherheit bleibt allerdings noch durch den Umstand bestehen, 
daB die Filtrate mit Chloralhydrat ja auch stets etwas EiweiB enthalten 
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Chloralhydrat- 05g Casein, 1g Casein, | 2g Casein, 3 g Casein, 
susats gebunden gebunden | gebunden gebunden 
8 g Proz. 8 Proz. | g | Proz. g Proz. 
0,033 0,026 78 0,021 64 0,033 100 _ — 
0,066 0,040 61 0,040 61 0,046 70 0,066 100 
im Mittel: 
0,099 0048 48 0,046 | 46 0,064 6&4 0,082 82 
| im Mittel: 
0,165 0,033 | 27 0,048 29 0,076 46 0,074 45 
0,331 0,016 5 0,026 8 0,054 16 0,070 21 
0,496 0,006 | 1 0,017 3 0,050 10 | 0,052; ll 
0,662 — —_ 0 0 0,022 3 0,030 | 5 
0,827 -- _- _— — 0 0 | 0025 | 3 


Die Zusammenstellung l4Bt unverkennbare RegelmaBigkeiten 
zutage treten. Betrachten wir die absoluten Werte in den Vertikal- 
kolonnen, so zeigt sich wieder die auffallende Tatsache, daB die ge- 
bundenen Mengen mit dem» Chloralhydratzusatz bis zu einem Maximum 
ansteigen, bei weiterer Steigerung des Zusatzes aber wieder bis gegen 
Null abnehmen; in Prozenten des Zusatzes berechnet, zeigt sich stets 
eine Abnahme der Bindung mit steigendem Chlorhydratzusatz, bei 
kleinem Chloralhydratzusatz sind z. B. bei 2g Casein 100 Proz. ge- 
bunden, bei hohem Chloralhydratzusatz. 0 Proz. 

Betrachten wir die Horizontalkolonnen, so zeigt sich trotz einiger 
stérender UnregelmaBigkeiten, die sich wohl durch weitere Versuchs- 
reihen ausgleichen lieBen, auch hier eine Steigerung der gebundenen 
Menge Chloralhydrats (sowohl absolut als in Prozenten des Zusatzes) 
mit der verwendeten Caseinmenge; eine Proportionalitat ist allerdings 
nicht wahrzunehmen. 

0,5 g Casein binden in Maximo 0,048 g Chloralhydrat, fiir 1 g Casein 


berechnet 0,096 g. 
1 g Casein binden in Maximo 0,048 g Chloralhydrat, fiir 1g Casein 


berechnet 0,048 g. 
2g Casein binden in Maximo 0,076 g Chloralhydrat, fiir 1 g Casein 


berechnet 0,038 g. 
3g Casein binden in Maximo 0,082 g Chloralhydrat, fiir 1 g Casein 


berechnet 0,027 g. 

Mit steigender Menge Casein wird relativ zur Caseinmenge immer 
weniger gebunden. 

Wird nun in den Filtraten der Alkalitiberschu8 linger einwirken 
gelassen, so zeigt sich, wie gesagt, daB stets alles Chloralhydrat ins 
Filtrat gegangen ist, und zwar zum Teil in Gesellschaft von Eiwei8, 
da auch die klaren Filtrate (s. oben) mit Phosphorwolframsiure noch 
einen Niederschlag geben. Diese infolge Chloralhydratzusatz durchs 
Filter gegangenen EiweiBmengen bedingen eben die Bindung des 
Chloralhydrats. 
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Z. B. Zusatz von 0,331 g Chloralhydrat zu ! g Casein, Volumen 58 ccm; 
davon filtriert 44 ccm, verbrauchen 16,6 ccm n/10 NaOH, fiir die Gesamt- 
menge 21,9ccem, 21,9 — 0,5 = 21,4; 21,4.F = 0,353; die Riicktitration 
erfolgte hier nach* 4 Stunden. 

Auch die obigen Befunde sind also von der Einwirkungsdauer 
nicht unabhaingig. Die gebundenen Betrige in der obigen Tabelle 
sind ferner, wie man sieht, kleiner als die ohne EiweiBfallung weiter 
oben festgestellten. Man mu8 sich wohl vorstellen, daB durch die 
Ausfallung des EiweiBes ein (vielleicht von vornherein besonders locker 
gebundener) Teil des Chloralhydrats abgespalten wird, wahrend der 
Rest in Bindung bleibt und mit dem Eiwei8 ins Filtrat geht. 

Kurven, mit dem Chloralhydratzusatz als Abszisse und der ge- 
bundenen Menge als Ordinate, steigen in der Art von Adsorptions- 
kurven ab, kehren aber dann, sehr langsam abfallend, zur Abszisse zuriick. 
Diese letztere bemerkenswerte Tatsache kénnte mit eine Verdnderung 
der EiweiBmolekel bei héheren Chloralhydratzusdtzen zusammenhingen, 
die dasselbe fiir den zugesetzten Stoff unzuginglich macht. Es wire 
oben auch an die Adsorptionsverhaltnisse zu denken, mit denen sich 
A. M. Williams") beschiaftigt hat und die auch eine Adsorption des 
Lésungsmittels in Betracht ziehen; dabei erhalt man Kurven, die nach 
Passieren eines Maximums sich zur Abszisse senken, ja eine negative 
Adsorption des gelésten Stoffes vortaéuschen kénnen; derlei wurde 
z. B. von Frau Schmidt-Walter bei der Adsorption von Essigséure in 
Benzol oder Toluol durch Tierkohle, ferner von Gustafson bei der 
Adsorption von Phenol in Athylalkohol durch Tierkohle beobachtet, 
auch in wasseriger Lésung wurde Ahnliches wahrgenommen. Freundlich 
(l.c., S. 246) bemerkt zusammenfassend hierzu folgendes: ,,Kurzum 
weitaus die meisten nicht ganz regelrechten Adsorptionskurven zeigen 
bei wachsender Konzentration ein Maximum in der adsorbierten Menge 
und ein darauf folgendes Sinken unter Umstanden bis zu einer negativen 
Adsorption. Es steht dies durchaus in Einklang mit der theoretisch 
zu erwartenden allgemeinen Adsorptionskurve. Nur fiir verdiinnte 
Lésungen ist die gewéhnliche Adsorptionsisotherme zu setzen, wobei 
der Begriff ,verdiinnt‘ von Stoff zu Stoff verschieden sein kann, je 
nach der Konzentration, bei der das Maximum der Adsorption erreicht 
wird.“ 

Erwarmen einer Casein-Chloralhydratprobe auf dem Wasserbade 
bedingt Freiwerden des ganzen Zusatzes binnen einiger Zeit. 

Es wurden schlieBlich zwei Lésungen mit je 0,5 g Casein in 4,5 com 
n/l10 NaOH, zu deren einer 0,331 g Chloralhydrat zugesetzt worden 
waren, verglichen, und zwar in bezug auf simtliche gebrauchlichen 


‘) H. Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl., S. 241 ff.; dort Literatur. 
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Fallungsreaktionen fiir EiweiB; auch die Millonsche Probe auf Tyrosin 
und die Voisenetprobe auf Tryptophan wurden ausgefiihrt; es ergab 
sich in saimtlichen Versuchen volle Gleichheit der Reaktion in beiden 
Proben. 

Versuche mit Blutserum. 

Mit Blutserum vom Pferde wurden mehrere analoge Versuche 
durchgefiihrt. Es seien zuniichst einige direkte Bestimmungen ohne 
Ausfdillung der EiweiBkérper mitgeteilt. 

5ecem Serum (ohne Chloralhydrat) verbrauchen 1,6 bis 1,9 ccm 
n/10 NaOH, dieser Betrag ist von den Titrationswerten natiirlich 
abzuziehen. Es wurden so gefunden fiir 5cem Serum (mit 0,0635 g 
N, i. e. 0,397 g EiweiB) bzw. 10 com Serum (Einwirkungsdauer des 
Alkali: 15 Minuten): 








Fur S com Serum WX Pee For 10 cem Serum 
Chloralhydratzusatz ___Gebundene Menge _| Chloralhydratzusatz Gebundene Menge 
4 g | Proz. Fle 8 Proz. 
0,033 0,033 100 —_ — — 
0,066 0,045 68 a — eile 
| 0,046 47 || ” ‘ 
0,099 0.050 50 || 0,099 0,073 74 
” 0,048 30.) ae ” 
0,165 0.031 19 | 0,165 0,066 40 
{ 0,082 25 | . ° 
0,331 0.057 | a7 ii 0,331 0,095 29 
{ 0,037 7 ih > 9 ° 
0,496 0.009 2 | 0,496 0,112 25 
| 0,015 3 |) +6 om = 
0,662 | (ool? 2 | 
bei kurzer Einwirkungsdauer (10 Minuten) 
0,662 0,071 |} ll — — = 


Es ist mit Riicksicht auf die Firbung des Serums nicht leicht, 
den Umschlagspunkt zu erkennen, auch bewirkt eine geringe Schwan- 
kung in der Einwirkungsdauer groBe Ausschlige. 

Bei mehrstiindiger Einwirkungsdauer findet man auch hier alles 
Chloralhydrat als frei. Der Verlauf der Bindung ist derselbe wie beim 
Casein. Mit steigendem Zusatz zuerst Zunahme der gebundenen Menge, 
dann Abnahme bis gegen Null. Die gebundene Menge in Prozenten 
des Zusatzes fallt durchwegs. Die doppelte Serummenge bedingt etwas 
héhere Bindung. 

Ich versuchte ferner, das EiweiB durch Alkoholfdllung zu beseitigen. 
Auch hier geht stets alles Chloralhydrat, freies und gebundenes, ins 
Filtrat, wie durch analoge Versuche, wie beim Casein, festgestellt 
wurde. Das AusmaB der Bindung variiert mit der Menge des zu- 
gesetzten (gegen Phenolphthalein neutralen) Alkohols. 





| 
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Die Versuche mit je 5ccm Serum ergaben: 





Chlioralbydrat. Gebundene Menge Zusatz 
zusatz an Alkohol 
z x Proz. ccm 
0,033 0.033 100 20 
0,066 0,053 80 20 
| (0,053 4 20) 
0,099 | 0,046 46 30 
0,165 0,053 32 20 
as | (O,115 35 20) 
0,331 1) 0,050 15 30 
0,496 0,037 7 38 
am Sl (0,159 24 30) 
OS i; 0010 2 50 


Es zeigt sich im allgemeinen eine befriedigende Ubereinstimmung 
mit der vorhergehenden Tabelle, und zwar ist bei reichlicherem Zusatz 
von Alkohol im allgemeinen die Ubereinstimmung besser als bei ge- 
ringerem Zusatz (s. die eingeklammerten Werte), bei dem die gebundenen 
Mengen stets etwas héher sind. Eine deutliche Abnahme der Bindung 
durch Alkoholfallung wird in dem untersuchten Bereich (zum Unter- 
schied von der Siurefillung des Caseins) nicht bewirkt. Natiirlich 
spielt auch hier die Dauer der Einwirkung des Alkalis eine Rolle. 

Wenn wir die Verhiltnisse beim Menschen in Betracht ziehen, so 
kommen wir zu folgender Uberlegung: Die Blutmenge des erwachsenen 
Menschen von 60 kg betriigt etwa 3 Liter, das Blutserum etwa 1,5 Liter, 
der EiweiBgehalt des Serums kommt nach Schmidt ( Vierordts Tabellen) 
auf etwa 8 Proz. 1% Liter Blutserum enthalten also 120g EiweiB. 
Nun ist die Mazimaldosis von Chloralhydrat 3,0g. Es kimen also 
auf 1 g Chloralhydrat 40 g EiweiB (1/,); in obigen Versuchen bewirkt 
der geringste Zusatz 0,033 g Chloralhydrat zu 0,397 g EiweiB (etwa */,,) 
100 Proz. Bindung; man darf also wohl schlieBen, daB bei den viel 
geringeren Mengen im menschlichen Kérper gleichfalls alles Chloral- 
hydrat an die BluteiweiBkirper gebunden wird. Nach Archangelsky') 
tritt beim Hunde bei einem Prozentgehalt von 0,11 bis 0,12 Proz. 
Chloralhydrat im Blute bereits Respirationsstillstand ein; schon die 
kleinste, oben verwendete Menge von 0,033 g Chloralhydrat in 5 cem 
Serum kame einem Gehalt von 0,66 Proz. Chloralhydrat gleich. 


Zusammenfassung, 
1. Chloralhydrat vermag mit Eiweif eine sehr lockere Bindung 
einzugehen, die sich darin auBert, daB die gebundene Menge nach 


1) C. Archangelsky, Maly, Jb. 31, 134, 1901. 
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der Titrationsmethode von V. Meyer und Heffter nicht bestimmt wird, 
wenn der AlkalitiberschuB (wie bei reinen Chloralhydratlésungen) 
nur 10 bis 15 Minuten einwirken gelassen wird. 

2. Bei linger dauernder Einwirkung des Alkaliiiberschusses wird 
stets alles zugesetzte Chloralhydrat frei, d. h. nach Meyer und Heffter 
bestimmbar. (Das gleiche ist bei Erwirmen der Lésung der Fall.) 

3. Die Kurven fiir die gebundenen Mengen Chloralhydrat (Ordinate) 
gegen den Gesamtzusatz (Abszisse) steigen zunichst wie Adsorptions- 
kurven an, senken sich aber bei héheren Zusitzen wieder, sehr langsam 
abfallend, bis zur Abszisse; bei diesen wird das EiweiB offenbar fiir 
Chloralhydrat unzugiinglich oder es handelt sich dabei um eine Ad- 
sorption in ,,konzentrierter Lésung* nach Williams. 

4. Mit steigenden Mengen EiweiB wird an absoluten Mengen und 
in Prozenten des Zusatzes mehr, an relativen Mengen (bezogen auf 
1g EiweiB) weniger gebunden. 

5. Wird das EiweiB durch Saure- oder Alkoholfallung nieder- 
geschlagen, so geht stets das ganze Chloralhydrat ins Filtrat, und 
zwar begleitet von einer gewissen Menge EiweiB, die Chloralhydrat 
bindet; die Bestimmungen im Filtrat zeigen dieselben RegelmaBig- 
keiten wie direkte Bestimmungen. Bei der Saurefillung des Caseins 
sind die gebundenen Mengen allerdings geringer, die RegelmaBigkeiten 
treten aber schiirfer hervor. Bei der Alkoholfillung im Pferdeserum 
ist eine Abnahme der Bindung nicht zu konstatieren, die RegelmaBig- 
keiten sind weniger deutlich. 

6. Die Mengen Chloralhydrat, die in vivo zur Verwendung kommen, 
sind im Verhaltnis zu den Eiwei8kérpern des Blutes so geringfiigig, 
daB hier eine totale Bindung (100 Proz.) angenommen werden kann. 

7. In den Fiallungs- und Farbreaktionen des EiweiBes bewirkt der 
Chloralhydratzusatz keinerlei Anderung. 
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Berichtigung zu dem Aufsatze von S. Frdnkel und M. Fonda: 


Uber das Hormon (Geschlechtsstoff) der Placenta 
und das Corpus luteum, sowie die Lipoide des Corpus luteum wal 
in Bd. 141, H. 4/6 dieser Zeitschrift. 





Von 
Otfried 0. Fellner (Wien). 


(Eingegangen am 18. Marz 1924.) 








Frankel und Fonda schreiben: ,,daB E. Hermann aus der Placenta 
ein Lipoid dargestellt hat, welches im Tierversuch einen machtig entwicklungs- 
férdernden Einflu8 auf das gesamte Genitale des weiblichen Tieres, und : 
zwar auf die Vulva, Vagina, Tuben und Ovarien, ebenso aber eine groBe 
Entwicklungsférderung auf die Brustdriisenapparate beider Geschlechter 
hat“. ,,Diese Substanz bewirkt (angeblich nach Hermann), daB sich 
jugendliche unentwickelte Kaninchen im Verlaufe weniger Tage zur Voll- 
reife entwickeln, und sorgt fiir die anatomische Erhaltung des Genital- 
apparates und der Brustdriisen, sowie fiir deren physiologische Entwicklung: 
Brunst und Graviditat**. Ferner der weitere Satz: ,,Die zuerst von Z.Hermann 
im hiesigen Laboratorium in der Placenta gefundene Substanz darzustellen**. 

All dieses ist unrichtig. Da® der wirksame Kérper im Corpus luteum 
und der Placenta ein Lipoid ist und daB er obige angeblich von Hermann 
gefundene Eigenschaften besitzt, habe ich lange vor Hermann als erster') 
beschrieben und dariiber im Jahre 1912 eine vorlaufige Mitteilung erscheinen 
lassen. 

Frankel und Fonda behaupten ebenso wie Hermann: nach Vakuum- 
destillation den Kérper rein dargestellt zu haben. Da8 die Vakuum- 
destillation nichts Positives leistet, habe ich wiederholt festgestellt. Dies 
ergibt sich aus der Arbeit von Hermann selbst und ebenso aus der von 
Frankel und Fonda. Im Vorlauf und Nachlauf ist nach ihren eigenen An- 
gaben nichts enthalten, was nicht durch vorhergehende griindliche Be- 
arbeitung entfernt werden kann. Da8 die Vakuumsdestillation aber sogar 
schlecht ist, wie sich jetzt aus der Arbeit von Frankel und Fonda ergibt, 
und nunmehr fallen gelassen werden muB, hatte ich nicht gedacht. Frankel 
und Fonda betonen namlich, da8 ,,der Extrakt durch die Vakuumdestillation 
minder wirksam wird, da8 der K6rper eine Veranderung erfahren hat". 
Wenn er aber eine Veriinderung erfihrt, so ist das nicht der reine Kérper, 
sondern ein Zersetzungsprodukt. Demnach ist die von Frankel und Fonda 


1) Zentralbl. f. allgem. Pathol. 28, 1912; ausfiihrliche Arbeit: Arch. 
f. Gynak. 100, 1913 usw. 
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aufgestellte Formel nicht die Formel des Kérpers, sondern eines Extraktes, 
der das Zersetzungsprodukt vielleicht neben dem wirksamen Kérper und 
anderen Lipoiden enthalt. Auch die von Frankel und Fonda festgestellten 
Léislichkeitsverhaltnisse des ,,K6rpers“‘ habe ich und nicht Hermann ge- 
funden. Nur eine von mir angegebene Eigenschaft findet sich in der Mit- 
teilung von Frankel und Fonda nicht, naimlich die Léslichkeit in 75proz. 
Alkohol (Methylalkohol). Durch Einschaltung des 75proz. Alkohols bin 
ich imstande, alle die Beimengungen, die Frdnkel und Fonda miihselig mit 
allen méglichen auf 15 Druckseiten enthaltenen chemischen Prozeduren 
ausfallen, auszuschalten. Denn alle diese Kérper sind in 75proz. Alkohol 
nicht léslich. Mittels dieser so einfachen Methode und noch einigen anderen 
Reinigungsverfahren erhalte ich ein Endprodukt, das jedenfalls reiner ist 
als dasjenige, das Frankel und Fonda der Vakuumdestillation zufiihrten. 
Nichtsdestoweniger wage ich es nicht, dieses Endprodukt als Kérper zu 
bezeichnen. Aber ebensowenig ist es das von Frdnkel und Fonda. Ganz 
abgesehen von der Zersetzung, haben wir gar keinen Beweis dafiir, daB bei 
der Vakuumdestillation mit dem wirksamen Lipoid keine anderen un- 
wirksamen Lipoide iibergehen. Diese Bezeichnung eines Extraktes als 
K6rper ist ganz willkiirlich. Man kann héchstens sagen, daB eine weitere 
Spaltung des Extraktes derzeit unméglich ist. Nur die Darstellung in 
Kristallen oder im kristallinischen Zustande wiirde die Berechtigung fiir 
die Behauptung, einen Kérper dargestellt zu haben, ergeben. Der Satz also 
in der Arbeit von Frankel und Fonda ,,diese Substanz konnten wir rein 
darstellen“*, ist nicht allein unbewiesen, sondern nach den Versuchen von 
Frankel und Fonda selbst widerlegt. 

Auch der Nachweis, da8 im Corpus luteum und in der Placenta 
das gleiche Lipoid vorhanden ist, wurde zuerst von mir erbracht, und nicht 
von Hermann, wie Frankel und Fonda irrtiimlich angeben. 


Bemerkungen zu dem Aufsatz N. O. Engjfeldts: 


»Klinische Methode zur Bestimmung des Acetons 
und der £-Oxybuttersiure in kleinen Harnmengen“ 
in Bd. 144, Heft 5/6 dieser Zeitschrift. 


Von 
Alfred Lublin. 
(Aus der medizinischen Klinik Breslau.) 
(Eingegangen am 26. Marz 1924.) 


Die kritischen Erérterungen Engfeldts iiber die von mir angegebenen 
Mikromethoden zur getrennten quantitativen Bestimmung des Acetons 
und der 8-Oxybuttersaéure im Harn und Blut’) betreffen in der Hauptsache 
das Verfahren fiir Harnbestimmungen. Da Engfeldt den von mir gebrauchten 
Ausdruck ,,Essigséurezusatz zur Bindung der Phenole“ beanstandet, so darf 
ich kurz bemerken, daB diese Ausdrucksweise allerdings insofern miB- 
verstandlich war, als es sich dabei nicht um eine Bindung der Phenole, 
sondern um eine Bindung des Ammoniaks durch eine schwache Saure handelt, 
bei deren Anwendung eine Spaltung der Phenolatherschwefelséuren nicht 
zu befiirchten ist. 

DaB ich mich seinerzeit veranlaBt sah, ein Mikroverfahren unter 
teilweiser Zugrundelegung der Shajffer-Engfeldtschen Makromethode aus- 
zuarbeiten, geschah deshalb, weil sich die Shaffer-Engjeldtsche Makromethode 
vor allem wegen ihres miihseligen und zeitraubenden EnteiweiBungs- und 
Entzuckerungsprozesses nicht fiir den Gebrauch in einer Klinik eignet, 
in der taglich zehn und mehr Diabetikerharne zu untersuchen sind. Wahrend 
man némlich nach der Engjeldtschen Methode im besten Falle vier Analysen 
an einem Tage ausfiihren kann, lassen sich mit meinen Methoden ohne jede 
Schwierigkeit zwanzig und mehr Analysen bewAltigen. 

Die Beanstandungen Engfeldts beziehen sich in der Hauptsache darauf, 
daB ich auf den EnteiweiBungs- und Entzuckerungsproze8 verzichte, und 
da8 nach meiner Methode die Ausbeute an 8-Oxybutterséure zu niedrig 
sein soll. Immerhin erkennt Engfeldt aber auch an, daB meine Methode in 
dem einen und anderen Punkte Vorteile bietet, wic z. B. in der Einfiihrung 
des Mikroprinzips und in der Aufnahme des Destillais in einer Hypojodit- 
lésung. 

Was nun die EnteiweiBung des Untersuchungsmaterials anlangt, so 
enteiweiBe natiirlich auch ich das Blut, da man es sonst nicht destillieren 
kann. Ich bediene mich dabei allerdings nicht der Engfeldtschen Methode, 
sondern des modifizierten Verfahrens nach Folin und Wu (Dauer 2 Minuten), 





1) Klin. Wochenschr. 18, 894, 1922; 35, 1748, 1922; 46, 2285, 1922; 
diese Zeitschr. 133, H. 4/6, S. 626, 1922. 
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da es mir trotz wiederholter Bemiihungen haufig nicht gelungen ist, das 
nach Engfeldt vorbehandelte Blut geniigend zu enteiweiBen. 

Auf die Entzuckerung des Untersuchungsmaterials glaube ich allerdings 
auf Grund ausgedehnter Untersuchungen verzichten zu kénnen, da Kontroll- 
untersuchungen mit den bewahrten Makromethoden nach Embden-Schmitz 
und Magnus-Levy eindeutig zeigten, daB selbst ein Zuckergehalt des Harns 
von 4 Proz. (vgl. Tabelle I, S. 631, Bd. 133 dieser Zeitschrift) keinen nach- 
weislichen EinfluB auf das Resultat hat. Mithin muB wohl der durch Glykuron- 
sduren bedingte Jodbindungsfehler so klein sein, da8 er innerhalb der Fehler- 
grenze dieser Makromethoden liegt. Der Zuckergehalt des Blutes ist véllig 
ohne Belang fiir die Genauigkeit des Resultates, wie aus folgender Beleg- 
analyse hervorgeht!): Es wurden 0,2 ccm einer 0,25proz. Glucoselésung 
+ 1,4cem Wasser + 25 ccm Wasser + leem 10proz. Essigsiure 10 Mi- 
nuten lang destilliert. Im Destillat A wurden 0,02 ccm n/200 Jodlésung 
verbraucht (entsprechend 0,00lproz. Aceton). Im Anschlu8 an die erste 
Destillation wurde weitere 10 Minuten destilliert unter gleichzeitigem 
Zutropfenlassen von 20 cem Kaliumbichromatschwefelséure. Im Destillat B 
wurden 0,02cem n/200 Jodlésung verbraucht (entsprechend 0,002 proz. 
8-Oxybuttersiure). Mithin wurde bei der Destillation einer 0,25proz. 
Glucoselésung nur eine soleche Jodbindung erzeugt, wie sie innerhalb der 
Fehlergrenze der Methode liegt. 

Mit besonderem Nachdruck kritisiert Engfeldt die Frage der mit meiner 
Methode erzielten §-Oxybuttersdureausbeute und bemiangelt dabei, daB ich 
bei Verwendung des von ihm fiir seine Makromethode angegebenen Multi- 
plikators 0,25 zu niedrige £-Oxybutterséurewerte erhalten soll. Als Beleg 
fiir die Richtigkeit der von mir erhaltenen Werte habe ich eine Anzahl gut 
iibereinstimmender Parallelanalysen nach der von Magnus-Levy angegebenen 
optischen Methode angefiihrt. Diese Ubereinstimmung im Resultat der 
beiden Methoden kann sich Engfeldt ,,kaum auf andere Weise als dadurch 
erkliren, daB Lublin sich gewisser konsequent durchgefiihrter Fehlgriffe — 
Beobachtungs- oder Rechenfehler — beim Gebrauch einer von beiden 
Methoden schuldig gemacht hat‘*. Da8 auf Grund der 18 bereits mitgeteilten 
und noch unten mitzuteilenden weiteren Beleganalysen die Ubereinstimmung 
der Resultate kein Zufall sein kann, ist wohl ohne jedé Kommentierung 
eindeutig. Hiatte Hngfeldt gleichlautende Parallelanalysen angestellt, 
was zur objektiven Kritik nicht unwesentlich gewesen wire, so hatte auch 
er sich von dieser Tatsache iiberzeugen kénnen. Im iibrigen sind die nach 
der Methode von Magnus-Levy ermittelten §-Oxybuttersiurewerte, wie 
Embden und Schmitz im Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden 
von Abderhalden mitteilen, héufig bis zu 10 Proz. zu hoch, wahrend Engfeldt 
meine Werte fiir zu niedrig halt. Des weiteren ware wichtig gewesen, wenn 
Engfeldt die von mir angegebene Analysenvorschrift befolgt hatte: Auf 
8. 561 seiner Arbeit gibt Engfeldt an, er hiitte eine bestimmte Menge f-oxy- 
buttersauren Calciumzinksalzes mit 25 ccm Wasser und 1 ccm Essigséure 
destilliert. Es liegt auf der Hand, da8 unter diesen Bedingungen die Kalium- 
bichromatschwefelsaéure in schwacherer Konzentration auf die S-Oxybutter- 
siure einwirken wird, als wenn von den 26 ccm Ausgangsfliissigkeit bei der 
Destillation A bereits ein mehr oder weniger groBer Teil iiberdestilliert ist. 
Statt dessen fiihrte Engfeldt eine Anzahl Analysen unter Bedingungen aus 
(Tabelle I seiner Arbeit), die den von mir angegebenen nicht genau ent- 


1) Auch Handel hat jiingst darauf hingewiesen (diese Zeitschr. 144, 261). 
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sprachen. Als Resultat seiner zahlreichen Untersuchungen teilt Engfeldt 
schlieBlich mit, da8 er mit meiner Methode 55 Proz., mit seiner Methode 
»Modifikation VII 58,2 Proz. der theoretischen Ausbeute erzielen konnte. 
Diesem Gewinn von 3,2proz. 8-Oxybuttersaure steht der durch Adsorption 
infolge der Glucosefillung bei der Engfeldtschen Methode bedingte Verlust 
von 3,2 Proz. (Acetessigsiure-) Aceton gegeniiber, der bei meiner Methode, 
wie Engfeldt selbst berichtet, fortfallt. Wie ich unten an der Hand einiger 
Beleganalysen zeigen werde, scheint itibrigens der Acetonverlust bei der 
Engfeldtschen Methode weit iiber 3 Proz. zu betragen, da nach Engfeldt 
namentlich das freie Aceton der Adsorption anheimfallt und Eng/eldts 
Angaben sich nicht auf die Destillation von Harn, sondern einer reinen 
Acetessigsiurelésung beziehen. Ein Teil des bei Anwendung des neuen 
Engfeldtschen Verfahrens zu beobachtenden Acetonverlustes ist aber ohne 
Zweifel auch dadurch verursacht, daB die AbfluBréhre des Kiihlers nicht 
in die Hypojoditlésung hineinragt, sondern sich zum Schutz gegen das 
eventuelle — bei einiger Ubung leicht vermeidbare — Ubersteigen in einiger 
Entfernung iiber dem Fliissigkeitsniveau der Vorlage befinden soll. Die 
von Engfeldt angegebene Distanz von einem Zentimeter ist aber sicher 
zu gering, wie ich aus eigener Erfahrung berichten kann, da nach 10 Minuten 
langer ,,kriftiger’’ Destillation so viel Fliissigkeit iiberdestilliert ist, daB 
in einem ErlenmeyerkoJben von 150 bis 200cem Inhalt das Ende der 
KiihlerabfluBréhre von dem Fliissigkeitsspiegel bereits erreicht ist. Je mehr 
Destillationen man aber ausgefiihrt hat und je warmer infolgedessen die 
die Vorlage umgebende Luftschicht geworden ist, um so mehr Aceton 
entweicht, bevor das Destillat in die Vorlage hineintropft, was sich deutlich 
in den unten angefiihrten Beleganalysen daran erkennen 1l&Bt, daB die 
Acetonverluste von einer Analyse zur anderen steigen (vgl. Tabelle II, 
Reihe a). 

Um das bei Gebrauch seiner Methode zu verzeichnende Defizit an 
8-Oxybuttersiiureausbeute auszugleichen, hat Engfeldt sich entschlossen, 
den urspriinglich von ihm sorgfaltig errechneten und angegebenen Multi- 
plikator 0,25 auf 0,28 und (in der gleichen Arbeit!) 0,3 zu erhéhen. Damit 
scheint aber Engfeldt eine ,.Uberkorrektur“ vorgenommen zu haben, denn 
die unter Anwendung des Faktors 0,3 von mir errechneten §-Oxybutter- 
séurewerte scheinen meist erheblich héher zu liegen als die nach der Methode 
von Magnus-Levy ermittelten Kontrollwerte, die, wie bereits erwahnt, 
als etwa 10 Proz. zu hoch anzunehmen sind. Im folgenden teile ich zuniéchst 
die Resultate einiger Parallelanalysen mit; als Kontrollmethode fiir die 
Acetonbestimmung diente mir wiederum das Makroverfahren nach Embden- 
Schmitz, fiir die 8-Oxybuttersiiure die optische Methode nach Magnus-Levy: 





Tabelle I. 
| Aceton {| 8-Oxybuttersaure 
Datum | ‘Eadie Embden-Schmitz | Lublin Magnus-Levy 
Ht Proz. Proz. | Proz. Proz. 
30.VI. 1922) oo21 | sa 0,126 0,118 
15. VII. 0,102 0,100 0,327 — 
6. IT. 1923 0,112 — 0,906 0.883 
mit 0,172 0.172 0,906 —_ 
23. ITT. 0,122 0,123 0,605 — 
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In der folgenden Tabelle sind die Resultate von Parallelbestimmungen 
mit meiner Methode, der neuen Engfeldtschen Methode ,,Modifikation VII“ 
und der Makromethode nach Magnus-Levy verzeichnet. Dem von seiten 
Engfeldis zu erwartenden Einwand, ich hatte mich nicht geniigend in seine 
»»Modifikation VII“ eingearbeitet, begegne ich mit der Begriindung, daB es 
eines ,,Einarbeitens“‘ nicht bedurfte, da sich die von ihm in seiner letzten 
Arbeit angegebene und abgebildete Apparatur kaum von der in meiner 1922 
erschienenen Arbeit abgebildeten und beschriebenen (S. 640) unterscheidet. 

















Tabelle II. 
Reihe a Reibe b |‘ Reihe c Reihe d 
| z | z z 
52 32 5S 
|Aceton 6 & Aceton Rn \Aceton 6 § Aceton 6 g 
~ oa uttersaure = = m a = 
£ <= = 
Proz. _Proz. I Proz. Proz. _Proz. | Proz | Proz. | Proz. 
{0,047 | 0,255 | 
Lublin . . 0,086 0475) oes 0,048 | 0,238! 0,246 | 0,102 0,756 / 0,075 | 0,218 
0,048 | 0,247 | | | 
Magnus-Levy .|| — (0,476 | — 0,331, — 0,859) — | 0,228 
| 0,042 (0,273 | 
BngflaV 11 0,063 os19} 0,026 0200 0,281 | 0,099 0,736 / 061 0,279 
0,020 ? 





Soweit es sich der Arbeit Rialto entnehmen l4Bt, hat Engfeldt eine 
Nachpriifung der von mir angegebenen Mikromethode fiir Blutuntersuchungen 
nicht fiir notwendig befunden. Trotzdem spricht er auch dieser Methode 
»das MaB an Prizision ab, das eine quantitative Untersuchungsmethode 
auszeichnen soll‘. In meiner oben zitierten Arbeit habe ich eine Anzahl 
Tabellen und Kurven wiedergegeben, aus denen der Empfindlichkeitsgrad 
dieser Methode hervorgeht. Nebenbei méchte ich bemerken, daB ich beim 
Studium der im Blut zu beobachtenden Aceton- und £-Oxybutterséiurewerte 
mit meiner Methode zu Resultaten gelangt bin, die den von Engfeldt mit 
seiner Blutmakromethode gewonnenen entsprechen. 

Zusammenfassend darf ich sagen, daB die Einwdnde Engfeldts gegen die 
von mir ausgearbeiteten Mikromethoden nicht stichhaltig sind: Wenn Engfeldt 
gefunden zu haben glaubt, daB mit meiner Methode 3,2 Proz. weniger B-Oxy- 
buttersdure ausgebeutet werden als mit seiner Methode, so konnte ich anderer- 
seits nachweisen, daB durch den EntzuckerungsprozeB bei der Engfeldtschen 
Methode mehr als 3,2 Proz. Acetonverlust entstehen; aus diesem Grunde be- 
eintrdchtigt der ProzeB der Entzuckerung das Analysenresultat betrdchtlich. 
Deshalb besteht ein Grund mehr dafiir, den EntzuckerungsprozeB fortzulassen, 
zumal da ich auch nachweisen konnte, da8 der durch den Zuckergehalt 
des Harns bedingte Jodbindungsfehler innerhalb der Fehlergrenze der ver- 
gleichenden Makromethoden liegt. Wdhrend Engfeldt sich schlieBlich ent- 
schlossen hat, den Multiplikator zur Berechnung der B-Oxybuttersdure von 
0,25 auf 0,3 heraufzuseizen, gelang es mir, auf Grund neuerer Untersuchungen 
die Begriindung dafiir zu sichern, daB ich an dem seinerzeit von mir angegebenen 
Faktor 0,25 festhalten darf. 
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Uber Kalkbindung durch tierische Gewebe. X. 
Von 
E. Freudenberg und P. Gydrgy. 
(Aus der Marburger und der Heidelberger Kinderklinik.) 
(Eingegangen am 6. April 1924.) 


Unter dem obigen Titel nimmt R. Hd. Liesegang zu der von uns 
aufgestellten Verkalkungstheorie Stellung. Er meint, die mitgeteilten 
Beobachtungen lieBen sich auch in einfacher Weise als Ergebnisse 
von Diffusion und chemischer Reaktion im gelatinésen Medium erklaren, 
ohne daB man eine chemische Bindung von Ca-Ionen aus der Lésung 
an die KnorpeleiweiBkérper annehmen miisse. Ohne auf eine ganze 
Reihe von Griinden einzugehen, die wir fiir diese Auffassung vorgebracht 
haben, wendet sich Liesegang hauptsichlich gegen unseren Versuch, 
in dem wir zeigten, daB Behandeln des Knorpels mit einer Calcium- 
lésung, Abspiilen und Nachbehandeln mit Phosphatlésung eine starke 
Anreicherung mit Phosphat bedingt, die Umkehrung der Reihenfolge 
(zuerst Phosphat, dann Calciumlésung) aber nicht. Er behauptet, 
wir wiirden auch im zweiten Falle ein positives Ergebnis erzielt haben, 
wenn wir die Calciumlésung molar starker konzentriert als die Phosphat- 
lésung gewahlt hatten. Wir haben, um diesen Einwand nachzupriifen, 
nochmals entsprechende Versuche angestellt. Knorpelgewebe wurde 
in Phosphatlésung suspendiert, gewaschen und mit gleichstarken und 
stirkeren Kalklésungen nachbehandelt. Umgekehrt wurde Knorpel- 
gewebe in einer Kalksalzlésung suspendiert, genau entsprechend ge- 
waschen und mit gleichstarken und schwiicheren Phosphatlésungen 
nachbehandelt. Sind die Vorstellungen Liesegangs richtig, so miiBte 
im ersten Falle eine starke Anreicherung an Ca und P im Gewebe 
nachweisbar werden. Im zweiten Falle diirfte dies, wenigstens fir P, 
nicht der Fall sein. Die Versuche ergeben aber ein ganz anderes Resultat. 

Versuch 1. Knorpel sorgfaltig aus Kalbsrippen rein pripariert, in 
diinnsten Scheiben vorsichtig getrocknet. Etwa 10 g in 100 ccm m/5 Lésung 
von Na,HPO, 24 Stunden unter hiufigem Schiitteln aufbewahrt, sodann 
Lésung abgegossen, Gewebe in Glastrichter mit Watte verschlossenem 
Abflu8 mit 500 cem Wasser gewaschen, sodann wieder getrocknet. Je 2g 
kommen in 20cem m/3 und m/1 CaCl,-Lésung. Nach 24 Stunden mit 
je 150 ccm Wasser wie angegeben gewaschen, zur Konstanz getrocknet, auf 
Ca und P analysiert. 
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mg Ca Troe Lt. Je 
| 

Knorpel unbehandelt . . ee 14 1,1 
Knorpel mit m/3 Phosphat behandelt . . . 1,4 2,6 
Knorpel mit m/3 Phosphat und m/3 CaCl, 

behandelt . . 8,4 2.4 
Knorpel mit m/3 Phosphat ‘and m/1 CaCl, 

bemmemels . 1... se é 11,6 2.5 


Ergebnis: nur ganz nihil Salita, Ca-Anreicherung 
unabhéngig von dieser gem&B der Konzentration der Calciumlésung. 


Versuch 2. 10g Trockenknorpel (anderer Herkunft) in 100 ccm 
m/l CaCl, 24 Stunden, dann wie oben mit 500 ccm Wasser gewaschen, 
getrocknet. Je 2g Trockenknorpel in 20cem m/10 und m/3 sekundirer 
Phosphatlisung 24 Stunden versenkt, dann mit je 150ccm Wasser wie 
angegeben gewaschen, getrocknet, analysiert. 





al hs ae 2 ] P 
; ; } me Co ‘Treckenebetne 
Knorpel unbehandelt . . a eo 1,6 | 1,7 
Knorpel mit m/1 CaCl, behandelt . . 12,2 1,7 
Knorpel mit m/l CaCl, und m/10 sek. Phos- | | 
11,6 8,2 


phat behandelt. . 
Knorpel mit m/1 CaCl, ‘und m/3 sek. Phos- | 
phat behandelt. . . 11,8 13,1 
Ergebnis: starke P- a aay Ca- Vv orbehandlung des Gewebes 
trotz sehr viel schwi&cherer Konzentration der angewendeten Phosphat- 
im Vergleich zur Kalklésung. 


Folgerung: Unsere Versuche sind nur unter der Annahme einer 
Ca-Bindung im Gewebe verstandlich, nicht auf Grund von Vorstellungen 
iiber Diffusion in Gelen nach Liesegang. Das Ca-angereicherte Gewebe 
fixiert P. Weil aber bei der in den Versuchen vorhandenen Reaktion 
eine Bindung von Phosphationen an die Gewebsampholyte nicht in 
Frage kommt, ist eine P-Anreicherung ohne vorhergehende Ca-Bindung 
unméglich, 

Wir haben nun noch Stellung zu nehmen zu der Auffassung von 
Liesegang, daB das Uberwiegen der Phosphate tiber die Carbonate im 
Knochen daher rihre, da8 beim Ubergang von sekundirem in tertiares 
Phosphat Saure abgespalten wird. Unsere Versuche hatten gezeigt, 
daB bei der Dialyse verschiedenartiget mit CaCl, versetzter EiweiB- 
lésungen gegen Bicarbonat enthaltende Lésungen dieses sich stark 
vermindert. Wir setzten dies mit dem lingst bekannten Verhalten 
des Caseins gegen Bicarbonat in Parallele. Solche Wirkungen miissen 
bei der Gewebsverkalkung beriicksichtigt werden. Es ist aber méglich, 
daB den Vorgiingen, auf die Liesegang hinweist, auch eine Bedeutung 
zukommt, welche tibrigens einer experimentellen Uberpriifung durchaus 


zuginglich wire. 








